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第 1 章 序論 
1.1 背景および先行技術とその問題点 
タンパク質―タンパク質間相互作用（PPI）は、生体の代謝やシグナル伝達をはじめとした種々
の現象に関与していることから、相互作用界面に関する情報の取得は様々な生物学的、生化学
的現象の理解、ひいては創薬研究において極めて重要である。近年の構造ゲノム研究の進展に
より、タンパク質の立体構造解析数は飛躍的に増加したものの、その多くはタンパク質単体での
構造であり、興味のあるタンパク質複合体について各単体の構造は解析されていてもその複合体
構造が解析されていることは少なく、相互作用様式は不明なままである場合が多い。 
一般に相互作用界面に関する情報を得るためには、例えば X 線結晶構造解析においては結晶
化の作業、NMR 解析においては NMR シグナルを帰属するための測定、解析作業が必要となる。
これらは、いずれも多大な労力と時間を必要とし、例えば PPI に関する情報から創薬研究を展開
するうえで課題となっていた。特に NMR は、溶液状態での相互作用情報を原子レベルで取得でき
る強力な手法であるが 1-6、近年、解析対象とするタンパク質の分子量が大きくなるにつれ、解析
に必要な時間は加速度的に増加していた。この問題の解決策の 1 つとして、解析対象のタンパク
質単体の立体構造が既知であれば、NMR シグナル未帰属のまま相互作用界面の同定が可能と
なる手法が Reese らによって報告 7 された。その概要は、以下の通りである（図 1）。 
(1) 1 種類のアミノ酸残基種のみ 15N 標識されたタンパク質を、標識するアミノ酸残基種を変え
て多種類調製する。 
(2) 各試料について、相互作用対象を滴定し相互作用実験を行う。 
(3) 化学シフト変化を観測し、有意な化学シフト変化が観測されたシグナルの個数を、アミノ酸
残基種ごとに数える。これらの化学シフト変化は、相互作用に伴う化学的環境の変化に起
因していることから、各アミノ酸残基種について、先に数えた個数が相互作用界面に存在し
ていると考えられる。 
(4) タンパク質立体構造の表面において、実験結果に最も一致する箇所が相互作用界面とし
て同定される。 
上記の手法は、シグナルの帰属を必要とする従来の解析法に比べ簡便ではあるものの、多数の
標識サンプルと大量の相互作用対象のタンパク質を調製する必要があり、また相互作用実験を
多数行う必要があった。したがって、結果として未だ多くの時間と労力を必要としていた。さらに、
化学シフト変化の大小を判断する際に用いる閾値の設定には、観測対象とするアミノ酸残基種を
限定することによるバイアスが含まれていた。加えて、実験結果を基にした相互作用界面の探索
は目視で行われており、得られる結果は解析者の主観に依るところが大きかった。 
PPI 以外にはタンパク質-化合物間相互作用の情報も極めて重要であり、例えば、天然リガンド
の生化学的意義を分子レベルから理解する際はもちろんのこと、創薬においては化合物設計や
バリデーションにおいて重要な役割を果たしている。特に、近年のハイスループットスクリーニング
技術と in silico 技術の進展により、巨大なライブラリから活性化合物を迅速かつ効率的に見出だ
5 
 
すことが可能となったが 8, 9、化合物と標的タンパク質との相互作用、特に結合部位に関するバリ
デーションは、依然として別の実験により行う必要がある。NMR は、先に挙げた点からバリデー
ション法としても非常に有用である一方、やはり前述の通り、NMR シグナルの帰属が課題であり、
特にタンパク質の分子量が大きい場合において顕著であった。また、NMR 以外の解析手法にお
いても、相互作用部位を同定するための簡便な手法は未だ開発されていなかった。 
 
1.2 本研究の概要 
本研究では、前述の課題を解決するための新たな方法論を開発した。すなわち、解析対象とす
るタンパク質単体の立体構造が既知であれば、NMRシグナルを帰属することなく、1 つのサンプル
に関する実験のみから PPI 界面の同定を可能とした。その際、1.1 で挙げた閾値の設定について、
図 1. 既報のタンパク質―タンパク質間相互作用部位解析法の概要。立体構造が既知である
Protein A の、Protein B との相互作用界面が不明である場合を例とする(A)。まず、
Protein A について、例えば Ala、Tyr、His のいずれか 1 つのみを 15N で標識したサンプ
ルを調製する（B 左）。次に、各サンプルについて Protein B の滴定実験を行い、化学シ
フト変化を観測し、有意な化学シフト変化が観測されたシグナルの個数をカウントする
（B 右）。Protein A の立体構造表面において、実験結果に最も一致する、つまり各アミノ
酸残基種がこれらの個数存在している箇所が相互作用界面と同定される（C）。 
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観測対象とするアミノ酸残基種によるバイアスを除いた値が一意に決まるよう、設定法を規定した。
また、実験結果とタンパク質立体構造情報に基づき PPI 界面を自動で決定するプログラムを開発
することで、解析者の主観を排除し、一義的に PPI 界面を同定することが可能になった。さらに、
新たなパルスシーケンスを開発し本手法に適用することで、測定時間を短縮し、かつ高解像度の
スペクトルによる解析が可能となった。加えて、得られた PPI 界面の情報を用いたドッキングシミュ
レーションにより、実験結果に基づく確からしい複合体モデル構造を迅速に取得する方法を構築
した。これらの方法論の有効性を、複合体構造が既知である yeast ubiquitin hydrolase (YUH)と
ubiquitin (Ub)を用いて実証した。 
一方で、PPI とタンパク質―化合物間相互作用とではその様式に差異があるため、前記の方法
論では化合物の相互作用部位を同定することは困難であった。そのため、3 次元空間情報を用い
た方法論へと手法を拡張し、タンパク質―化合物間相互作用部位の解析法を新たに開発した。本
方法論が正しく機能することを、複合体構造が既知である p38α とその阻害剤を用いて実証した他、
p38αの天然リガンドである可能性が報告されているデカン酸との相互作用部位を初めて明らかに
し、本手法の有効性を示した。 
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第 2 章 タンパク質―タンパク質間相互作用部位の迅速解析法の開発 
2.1 原子特異的標識の利用による迅速解析法の実現 
2.1.1 原子特異的標識 
Reese らにより開発された手法 7 では、1 つのアミノ酸残基種のみを選択的に標識したサンプル
を調製する。これは、シグナル未帰属のまま特定のアミノ酸残基種のみに関する情報の取得を可
能にすると同時に、シグナルの縮重を回避し、大きなタンパク質の解析を可能とする点で有効な
アプローチである。一方で、観測したいアミノ酸残基種の数だけサンプルが必要となるためサンプ
ル調製に大きな労力を必要とし、また、複数のサンプルについての実験が必要なため、相互作用
対象のタンパク質も大量に調製する必要がある。したがって、発現量が少ない等、サンプル調製
が実験の進展において大きな律速となる場合は、事実上適用が不可能である。さらに、複数のサ
ンプルについてそれぞれ滴定実験を行い、結果を解析する必要がある。このように、既報の手法
を適用するにあたっては、実際には未だ多くの時間と労力が必要である。 
既報における上記の課題は、複数のサンプルを必要とするという点に集約される。したがって、
課題解決のためには、1 つのサンプルのみで同様の情報を取得できればよい。既報において複
数のサンプルを必要とした理由は、複数のアミノ酸残基種に由来するシグナルが 1H-15N 相関スペ
クトル上で同時に観測されると、各シグナルがどのアミノ酸残基種に由来するか判別が不可能な
ためである。そこで本研究においては、1H-15N の相関ではなく、1H-13C の相関の利用に着目した。
各アミノ酸残基の 13C およびその 13C と共有結合を有する 1H の化学シフト値は、それぞれ一定の
図 2.1. タンパク質中の各 1H、13C がとり得る化学シフト値の分布。既報の統計値を基に、平均
値±2×標準偏差で表した。 (A) 全 1H-13C 相関シグナルの分布。 (B) 本研究にて用
いた標識の組み合わせ。 
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範囲に局在している。したがって、1H-13C 相関スペクトル上において、各シグナルは各アミノ酸残
基種の原子タイプ（13Cx (x=α, β, γ, ……)）ごとにスペクトル上に局在するため、化学シフト値の分
布、つまりスペクトル上においてシグナルが観測されうる範囲が重ならなければ、各シグナルがど
のアミノ酸残基種に由来するかが同一スペクトル上で判別できる。このような組み合わせにて安
定同位体標識されたタンパク質を調製することで、1 サンプルのみを調製し、その 1 サンプルにつ
いての実験のみから必要な情報の取得が可能となる。具体的にはまず、原子タイプごとの化学シ
フト値の分布を、Biological Magnetic Resonance Bank（BMRB, http://www.bmrb.wisc.edu/）より入
手した既報の化学シフト値に関する統計値を基に、平均値±2×標準偏差とした（図 2.1A）。これら
の中から化学シフト値の分布が重ならず、また PPI への寄与が高い、いわゆる hot spot である傾
向 10, 11 と相互作用界面への存在傾向 12, 13 の高さを指標に、標識の組み合わせを選択した。さらに、
実用性を鑑み、市販されている安定同位体標識アミノ酸のみを用いることにした。以上の観点か
ら、標識の組み合わせとして[13Cε] Met、[13Cε] His、[13Cε] Tyr、[13Cδ] Trp を選択した（図 2.1B）。
一方で、これらのアミノ酸残基種はタンパク質中の存在数が比較的少なく、タンパク質表面全体
をカバーするには不足があるため、タンパク質表面に広く分布するAla由来のシグナルも観測す
ることにした。なお、メチル基はその化学的性質から、1H-13C 相関シグナルがシャープで一般に
スペクトル上での分散がよいため、Ala の標識部位としては[13Cβ]が望ましい。しかしながら、Ala
のメチル基に由来する 1H-13C 相関シグナルの化学シフト値の分布は、Met のメチル基でのそれと
重なっており、スペクトル上で区別できない可能性がある（図 2.1B）。そのため、Ala の標識を
[13Cα/13Cβ] Alaとすることで、カップリングによりMet由来のシグナルと区別できるようにし、シグナ
ル数が多く解析に支障をきたす場合には 13Cα をデカップリングした。また、Constant-time 1H-13C 
HSQC 測定の適用によっても、Met 由来と Ala 由来との区別が可能である（図 2.2）。 
図 2.2. カップリングまたは Constant-time 測定による Ala 由来シグナルと Met 由来の区別の
例。 (A) 1H-13C HSQC（デカップリングなし）。 (B) 1H-13C HSQC（デカップリングあり）。 
(C) Constant-time 1H-13C HSQC。黒と青は位相が 180°異なる。 YUH のスペクトルを
例に用いた。赤矢印は Met 由来シグナルを示す。 
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前記では 1H-13C 相関シグナルの観測について述べたが、1 種類のアミノ酸残基については、
1H-15N 相関シグナルの観測による情報の取得が可能である。本研究では、観測プローブのタイプ
にバリエーションをもたせるため、荷電性側鎖を有するアミノ酸残基を 15N 標識の対象とし、hot 
spotである傾向と相互作用界面への存在傾向の高さから、最終的に Arg を選択した。なお、15N 標
識するアミノ酸残基種には制限がないため、これまでに得られている知見や解析対象の系に合わ
せて、任意のアミノ酸残基種を選択してもよい。 
以上のように、原子特異的標識とその組み合わせを利用することで、13C 標識したアミノ酸残基
5 種（図 2.3）と 15N 標識したアミノ酸残基 1 種（本研究では Arg）の、計 6 種類のアミノ酸残基種に
関する情報を 1 サンプルのみで取得可能となった。 
 
2.1.2 セルフリー合成系を用いた安定同位体標識タンパク質の調製 
安定同位体で標識されたタンパク質を調製する際には、一般に大腸菌や昆虫細胞などを用い
た組換え発現系が利用されてきたが、近年はセルフリー合成系の利用 14-25 も盛んである。セルフ
リー合成系は、反応液、特にライセートの調製に技術と労力を要していたが、各社から合成キット
が市販されるようになり、非常に簡便ながら高効率でタンパク質を合成することが可能になった。
特に、小麦胚芽由来のライセートを用いることで、これまでは調製が困難であった哺乳類動物由
図 2.3. 本研究にて用いた安定同位体標識アミノ酸。これらの他に、アミノ基が 15N 標識された
Arg を用いた。 
 
10 
 
来タンパク質なども大量調製が可能となり、様々な研究に用いられている。組換え発現系と比較
した際のセルフリー合成系の利点としては、(1)アミノ酸の代謝に伴う標識のスクランブリングが起
こりにくい、(2)必要とするアミノ酸の量が少ないことが挙げられる。(1)は、特異的標識を行う上で
極めて重要であり、多くのスクランブリングが確認されている組換え発現系では実現不可能な利
点である。(2)は、標識アミノ酸、特に原子特異的標識アミノ酸は高価であるため、実用上の観点
から重要である。これらの利点から、本研究ではセルフリー合成系を用いて標識アミノ酸を調製し
た。反応液に使用するライセートは、目的タンパク質の合成が可能でかつ最も合成の効率が高い、
大腸菌由来のものを使用した。 
 
 
2.2 二種の異種核相関を同時に観測するパルスシーケンスの開発 
2.1 に記載したように、本手法では 1H-13C 相関シグナルと 1H-15N 相関シグナルの両方を観測す
るため、一般には2種類の測定を行う必要がある。一方で、time-sharing実験により両相関シグナ
ルを 1 つのスペクトル上で同時に観測できることが報告されている 26 ため、本研究へも適用し測定
時間の短縮を図ることにした。また、大きなタンパク質を解析対象とする場合、芳香族アミノ酸残
基に由来するシグナルの広幅化が間接観測軸方向において特に著しく 27 解析が困難になること
から、transverse relaxation optimized spectroscopy (TROSY)法の適用が必須である。そこで、
1H-13C 相関シグナルと 1H-15N 相関シグナルを同一スペクトル上で同時に観測でき、かつ芳香環
の 1H–13C 相関シグナルおよびタンパク質主鎖の 1H–15N 相関の間接観測軸方向について TROSY
法を適用した、新たなパルスシーケンスを開発した（図 2.4）。なお、1H-13C 相関シグナルと 1H-15N
相関シグナルとで位相を反転させているため、同一スペクトル上で互いを容易に区別可能である。
この測定手法を適用することで、1H-13C 相関シグナルと 1H-15N 相関シグナルの同時測定を高分
解能で行うことが可能となった。 
 
 
2.3 相互作用に伴う化学シフト変化の大小判定におけるバイアスの排除 
2.3.1 化学シフト値の変化量のスケーリング 
NMR を利用した分子間相互作用解析において、相互作用により誘起される化学シフト変化の
観測は多用される実験手法の 1 つであり、各研究において化学シフト値の変化量は定量的に解
析され、その変化量の大小から相互作用についての議論が行われている。化学シフト値の変化
量は、核種によりそのスケールが異なるため、異種核相関スペクトル上の各シグナルの変化量を
解析する際には、一般に変化量をある定数（例えば各核の磁気回転比）で除算しスケーリングす
ることでその寄与率を揃えている。本研究では既報のスケーリング手法 28 を採用し、タンパク質中
の各アミノ酸残基種の原子ごとに、BMRBより入手した化学シフト値の分布の標準偏差（表 1）を除
算に用いる定数として使用した。これらのスケーリングした値の二乗平均平方根を、異種核相関
スペクトルにおける各シグナルの化学シフト値の変化量 ωRMS として、式 1 に従い求めた。 
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図 2.4. 新たに開発した time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC/[1H,13Cmethyl]-HSQC 実
験用パルスシーケンスのダイアグラム。特に記載がない限り、幅が狭い（広い）四角は、そ
れぞれ X 軸方向に沿って回転させる 90°（180°）パルスを示す。1H、15N、13Call、13CR、および
13Cαの中心周波数は、それぞれ 4.7、118、55、128、および 55ppm とした。アスタリスクで示
すパルスは、水分子の 1H 選択的な sinc 関数型の 90°パルスであり、照射時間は 1 ms で
ある。2 つのアスタリスクで示すパルスは、メチル基の 1H 選択的な反転を行うための
re-burp パルス 29 を示し、中心周波数は-1ppm、照射時間 1 ms である。15N 用の 90°および
180°パルス、13Call の 90°パルスの field strength 値は、それぞれ 5.6 kHz および 16.6 kHz と
した。τbの後の 180°シェイプドパルスは照射時間 500 μs の断熱パルス 30、φ5 フェーズにあ
る 180°シェイプドパルスは照射時間 2 ms の複合断熱リフォーカスパルス 31 である。白四角
で示す 13CR の 90°（180°）パルスの field strength 値は、それぞれ Δ/√15 （Δ/√3）とした 32
（Δ は、13Cα（55ppm）と 13CR（128 ppm）の化学シフトの差（単位: Hz）を示す）。13Cα のデカッ
プリングが必要な場合は、灰色で示す 180°シェイプドパルスとして G3 パルスを 750 μs 照
射する。測定時に 13C および 15N をデカップリングするために CHIRP33, 34 および GARP-135
を適用し、field strength 値はそれぞれ 4.4 kHz、1.0 kHz とした。各ディレイは、それぞれ τa = 
2.25 ms、τb = 1.50 ms、τc = 1.37 ms、τd = 0.78 ms、τe = t1C(0)、τf = t1N(0) + 2t1C(0) + pw(13C)
とした（t1C(0)は最初の t1C ディレイ、t1N(0)は最初の t1N ディレイ、pw(13C)は t1C で展開する際
に関連する 13C パルスの総時間を意味する）。各位相サイクルは、それぞれ φ1 = {π/4, 
5π/4}、φ2 = {−y, y}、φ3 = {2(−x), 2(x)}、φ4 = {2(x), 2(−x)}、φ5 = {4(x), 4(y)}、φ6 = {8(x), 8(−x)}、
φrec = {2(x), 4(−x), 2(x)}とした。各磁場勾配パルスの照射時間と強度は、それぞれ G1 = (1 
ms, 8.6 G/cm)、G2 = (300 μs, 11.8 G/cm)、G3 = (1 ms, 34.8 G/cm)、G4 = (1 ms, −19.3 G/cm)、
G5 = (1 ms, 8.6 G/cm)とし、照射後に 200 μs の回復時間を設けた。時間増分は、t1C = 
1/SW(C)、t1N = 1/SW(N) − 1/SW(C)とした。t1 展開期の位相 φ3 および φ4 におけるクワドラ
チャ検波には、States-TPPI36 を適用した。 
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ここで、ωは相互作用対象の添加前後における化学シフト値の差、d はスケーリングに用いる化学
シフト値の分布の標準偏差（表 1）、N は核種の数（本研究では N=2）である。また、i は各核種に対
応し、例えば 1H、13C（または 15N）について i=1、2 とおき、計算する。 
 
2.3.2 バイアスを排除した閾値の設定 
化学シフト値の変化量の大小から相互作用に関する議論を行う際、その大小を区別するため
の閾値としては、例えば化学シフト値の変化量の相加平均 37, 38等、実験結果を基に経験的に適切
と考えられる値が選択されている。一方で、アミノ酸残基の種類により、相互作用界面における存
在傾向は異なるため、特定のアミノ酸残基のみを観測プローブとした場合、変化量の相加平均な
どを閾値とするとバイアスが含まれてしまう。例えば、相互作用界面への存在傾向が高いアミノ酸
残基を多数、観測プローブとした場合、その相加平均は大きくなり、その逆においては小さくなる
（図 2.5）。しかしながら、特定のアミノ酸残基種に関する実験結果の解析において、この点はこれ
まで留意されていなかった。本手法でも 2.1 に挙げた特定のアミノ酸残基種のみを観測するため、
一般的な相加平均等の値を用いた場合、閾値にバイアスが含まれてしまう。そこで、相互作用界
面への存在傾向を考慮した統計情報に基づく重みづけ係数を設定し、変化量の加重平均を閾値
として用いることにした。この重み wj（j は Ala、Arg など各アミノ酸残基種に対応する）は、式 2 に従
い求められる。 
(1) 
2
RMS
1  



=
i i
i
dN
ω
ω
表 1. タンパク質中のアミノ酸残基種の原子が示す化学シフト値の分布（標準偏差）。 
 
 Labeled 
atom 
d (ppm) 
 1H 13C or 15N
 Ala-13Cβ 0.25 1.80 
 Met-13Cε 0.45 1.43 
 His-13Cε 0.48 2.16 
 Trp-13Cδ 0.35 1.83 
 Tyr-13Cε 0.23 1.21 
 Arg-α-15N 0.61 3.73 
 Phe-α-15N 0.72 4.16 
 
13 
 
 
 
 
 
 
 
ここで、ある仮想タンパク質を仮定し、nj はその仮想タンパク質の相互作用界面に存在するアミノ
酸残基種 j の数、Nall は仮想タンパク質の全残基数、Nj は仮想タンパク質を構成するアミノ酸残基
種 j の数を示す。この仮想タンパク質は、構成するアミノ酸残基の種類と数、および PPI 界面に関
するそれらについて、全てのタンパク質を考慮した平均値を有する（言い換えれば、全てのタンパ
ク質を代表する）。ただし、真の平均値は不明であるため、下記に示す既知の統計データを基にし
た標本平均で代用する。式 2 に示すように、wj は最終的に Pj および Sj で表される。ここで、Pj は先
の仮想タンパク質において、構成アミノ酸残基のうち残基種 j が占める割合、Sjは相互作用界面に
存 在 す る 残 基 の う ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 種 j が 占 め る 割 合 を 意 味 す る 。 Pj は UniProtKB 
（http://www.uniprot.org）から、Sjは文献 12から値の入手が可能である。これらの値を、wjと共に表
2 に示した。この重み wj を用いた ωRMS の加重平均値 ωt は、下記の式 3 より求められる。 
 
 
 
 
(2) 
図 2.5. 観測プローブとするアミノ酸残基種が変わることで、閾値が変化することを示す概念
図。⊿CS は化学シフト値の変化量、赤い横棒は⊿CS の相加平均の値を意味する。 
(A) 相互作用界面への存在傾向が低いアミノ酸残基種 B を観測プローブとした場合。 
(B) アミノ酸残基種 B の代わりに、相互作用界面への存在傾向が高いアミノ酸残基種
D を観測プローブとした場合。 観測プローブとするアミノ酸残基種が異なると、黒矢印
で示す化学シフト値の変化量の大小判定が変わってしまう。 
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ここで、aj はアミノ酸残基種 j の ωRMS の合計値、kj はアミノ酸残基種 j の数を示す。 
このようにして求めた重みを用いて加重平均値を求めることで、相互作用界面への存在傾向に
起因するバイアスを除いた閾値の設定が可能となった。本研究では、この閾値 ωt より大きな ωRMS
を有するシグナルを相互作用界面に存在するアミノ酸残基に由来するものとして扱い、アミノ酸残
基種ごとにその個数をカウントすることで、相互作用界面に存在すると考えられる個数についての
情報を取得した。 
 
 
 
 
Amino 
acid 
residue 
P S w 
Ala 0.086 0.039 2.2
Arg 0.055 0.064 0.9
Asn 0.042 0.059 0.7
Asp 0.053 0.066 0.8
Cys 0.013 0.035 0.4
Gln 0.039 0.037 1.1
Glu 0.061 0.065 0.9
Gly 0.071 0.081 0.9
His 0.022 0.034 0.7
Ile 0.060 0.036 1.7
Leu 0.098 0.050 2.0
Lys 0.053 0.057 0.9
Met 0.024 0.020 1.2
Phe 0.040 0.035 1.2
Pro 0.048 0.038 1.3
Ser 0.068 0.079 0.9
Thr 0.056 0.062 0.9
Trp 0.013 0.028 0.5
Tyr 0.031 0.068 0.4
Val 0.067 0.045 1.5
All 0.998 0.998 -
 
 
  
表 2. 各アミノ酸残基種の P、S、および w 。 
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2.4 ユビキチンおよびユビキチン加水分解酵素を用いた本手法の有効性の実証 
2.4.1 原子特異的標識によるアミノ酸残基種の判別 
2.1-2.3 で述べた手法が有効に機能することを、YUH と yeast ubiquitin (Y-Ub)39-41 の相互作用実
験を例に確認した。YUH は、236 残基から成る分子重量 26.4 kDa の酵母由来ユビキチン加水分
解酵素であり、ユビキチンの C 末端を加水分解し、脱ユビキチン反応を触媒する。Y-Ub は、76 残
基からなる分子重量 8.6 kDa の酵母由来ユビキチンである。YUH と Y-Ub との複合体について立
体構造解析は行われていないが、YUH とヒト由来 Ub との複合体については既に立体構造が解か
れており、その相互作用様式が明らかとなっている 42（PDB ID: 1CMX）。Y-Ub とヒト由来 Ub は、
YUH との相互作用界面から離れた 3 残基のみが異なり（ヒト由来 Ub の Pro19、Glu24、Ala28 が酵
母由来ではそれぞれ Ser、Asp、Ser）、両者の YUH との複合体構造は非常に良く似ていることが
過去の研究からも示唆されているため 41, 43, 44、本研究では、相互作用界面が正しく同定されたか
確認するための比較対象として、上記の複合体立体構造を用いた。 
検証を行うにあたり、まず、2.1 に記載した組み合わせで安定同位体標識を施した YUH を 7.2 に
記載の手順にて調製した。次に、2.2 に記載の NMR パルスシーケンスを用いて、標識 YUH の
time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC 実験を行ったところ、図
2.6 に示すスペクトルが得られた。スペクトル上で観測された各シグナルは、その化学シフト値から
それぞれ[13Cε] Met、[13Cβ] Ala、[13Cε] His、[13Cε] Tyr、[13Cδ] Trp のいずれに由来するか、容易
に判別できた。Met と Ala の区別については、図 2.2 に示す通り 13Cα のカップリングによるシグナ
ルの分裂からも可能であった。また、1H-13C 相関シグナルと 1H-15N 相関シグナルは位相を反転さ
図 2.6. 標識 YUH の time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC
スペクトル。黒と赤は位相が 180°異なり、赤のシグナルは[α-15N] Arg に由来する。スペ
クトルの折り返しのため、見かけ上、各シグナルの 13C の化学シフト値は図 2.1B で示す
範囲とは異なる値になっている。 
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せているため、[α-15N] Arg に由来するシグナルも容易に判別が可能であった。各シグナルの個数
は、Met: 3、Ala: 14、His: 3、Tyr: 8、Trp: 3、Arg: 7 であり、それぞれ観測が期待される個数が確認
された。以上のように、注意深く検討された原子特異的標識の組み合わせを利用することで、同
一スペクトル上の各シグナルがどのアミノ酸残基種に由来するか、判別が可能であることが確認
された。なお、スペクトルの折り返しのため、各シグナルの 13Cの化学シフト値は見かけ上、図2.1B
で示す範囲と異なる。特に、[13Cε] Tyr 由来と[13Cε] His 由来とで、シグナルの 13C の化学シフト値
が類似し判別を誤りかねないように見えるが、実際の化学シフト値は大きく異なっており、両者を
明確に区別することが可能である。 
 
2.4.2 相互作用に伴う化学シフト変化の観測と PPI 界面の同定 
観測対象の各アミノ酸残基種について、PPI 界面に存在すると考えられる個数を調べるため、
7.2 に記載の手順で調製した未標識の Y-Ub を前記の標識 YUH へ滴定し、相互作用に伴う化学シ
フト変化を観測した（図 2.7）。モル比で YUH : Y-Ub = 1:4 となるまで Y-Ub を添加し、その際の化学
シフト値の変化量を、2.3に示す方法により規格化およびスケーリングされたωRMSとして求めた（図
2.7A）。2.3 の記載に従いこれらの加重相加平均値 ωt を求め、化学シフト値の変化量の大小を規
定するための閾値として使用した。結果、化学シフト変化が大きい、つまり PPI 界面に存在すると
考えられるシグナルの個数は、Met: 1、Ala: 5、His: 1、Tyr: 3、Trp: 0、Arg: 0 であった。 
次に、Y-Ub の分子量から PPI 界面の大きさを大まかに推定し、YUH の表面（図 2.8）上で先
の実験結果に最も一致する箇所を目視で探索した。結果、図 2.8 に示す箇所が PPI 界面である
可能性が最も高いと判断された。この箇所は、Ub との複合体結晶構造で確認される PPI 界面で
あった。以上より、本手法を適用することで、1 サンプルについての実験のみから、シグナル未
帰属のまま PPI 界面の同定が可能であることが実証された。 
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図 2.7. 標識 YUH への Y-Ub 添加実験。(A) 標識 YUH の各シグナルの ωRMS。赤線は、化学シ
フト変化量の大小を判定するための閾値である ωt を示す。 (B) 標識 YUH の
time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC スペクトル。
Y-Ub 滴定前後のスペクトルを重ね、着目する化学シフト範囲を拡大して示す。黒・赤
と、青・緑は、位相が 180°異なる。黒および青は滴定前、赤および緑は滴定後のスペク
トルであり、矢印は(A)に示す ωRMS が ωt より大きいシグナルの摂動先を示す。Y-Ub 添
加後にメチル領域に出現したシグナルは、Y-Ub 中に天然に存在する 13C に由来する。
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図2.8. YUHの立体構造表面。全原子をCPKモデルで表示した。各色は、橙：Met、赤：Ala、青：
Tyr、緑：His、マゼンタ：Trp、シアン：Arg、黄：Ub との複合体結晶構造で確認される相互
作用界面（Ub から 5 Å 以内に重原子が存在するアミノ酸残基）を示す。目視で実験結果
に最も一致する箇所を探索し相互作用界面と同定した箇所を、赤い破線で囲んだ。 
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第 3 章 計算科学的手法の組み合わせによる手法の高度化 
3.1 相互作用部位同定の自動化と任意性の排除 
第 2 章にて、本研究で開発した手法の適用により、PPI 界面を迅速、簡便に同定できることが示
された。この手法では、滴定実験の結果を解析する手順が規定され、実験者によらず同じ解析結
果を得られるようにしている。一方、その解析結果に最も一致する箇所をタンパク質立体構造の
表面から探索する際は、解析者が目視で行う必要がある。したがって、最終的に得られる結果は
解析者の主観に依るところが大きく、また簡便であるとは言え、探索には一定の時間と労力を要し
てしまう。そこで、解析者が行う作業の代わりとなる合理的な手順を規定し、タンパク質の立体構
造情報と実験結果を基に PPI 界面を探索するプログラムを開発した。プログラムの処理内容は、
下記の通りである。 
(1) プログラムへの入力情報を準備するための前処理として、解析対象のタンパク質立体構造
をプログラム CNS45 で解析し、表面に露出しかつ重原子が 3.5 Å 以内にある近接したアミノ
酸残基のペアのリストを作成する。 
(2) 上記のリストを基に、タンパク質表面に沿った近接残基間を結ぶ全経路を探索し、相互作
用ネットワークを示すグラフを作成する。この際、各経路の距離は、終点までに経由するアミ
ノ酸残基の個数（終点も数える）として表される。 
(3) 先のリストに挙がったアミノ酸残基の位置を、タンパク質の重心を中心として半径pmax/2πの
球表面に投影する。ここで pmax は、先のグラフにおける最長の経路距離である。 
(4) 先のグラフにおける経路距離と投影後の残基間距離の比を各経路について求め、それら
が最も類似の値をとるよう、投影後の各アミノ酸残基の位置を調整する。その後、球の半径
を 3 にスケーリングする。これら一連の作業により、各アミノ酸残基間の相対的な位置関係
が単純化される。 
(5) 実験結果から得られた、PPI 界面に存在すると考えられるアミノ酸残基種とその個数に一致
するアミノ酸残基の組み合わせ全てを相互作用界面の候補としてリストアップした後、各候
補について凸包問題を解く。 
(6) 各候補について、下記の式に従いスコア Sc を計算する。 
 
 
   ここで、Sarea は凸包の面積、Nimp は凸包内に存在する不適切なアミノ酸残基種の数を表す。
この式は、候補のアミノ酸残基から成る面の面積がなるべく小さく、かつ実験結果から PPI
界面に存在しないと考えられるアミノ酸残基種が上記の面内に存在しないほど、PPI 界面で
ある可能性が高いことを意味する。 
(7) Sc が小さい順に 2000 個の候補を抽出し、アミノ酸残基が 50%以上一致していることを基準に
クラスタリングし、それらをマージする。マージ後のアミノ酸残基の組み合わせについて凸包
問題を解き、再度 Sc を求める。この値が最も小さいアミノ酸残基の組み合わせを、PPI 界面
impareaC NSS += (4) 
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に存在するアミノ酸残基（の一部）とする。 
滴定実験の際、相互作用時の周辺の化学的環境によっては、PPI 界面に存在しながらも結果的
に化学シフト変化が小さいシグナルが存在しうる等、実験結果から得られる個数の情報は、全て
の系において必ずしも絶対的な指標ではない。このような若干の曖昧さが含まれている情報を扱
う際、これまでは解析者が最適と考える解を模索し、それゆえ結果に任意性が含まれていた。本
研究では、主に(6)のスコアリングと(7)のマージにて、多少の曖昧さを許容しつつも確からしいアミ
ノ酸残基を選び出す手順を規定して任意性を排除し、それらをプログラム化することで解析者に
依らず同じ妥当な結果を得られるようにした。 
 
 
3.2 既知のタンパク質複合体構造を用いたシミュレーションによる手法の有効性検証 
3.1 で述べたプログラムにより PPI 界面を正しく同定できるか確認するため、既知のタンパク質
複合体構造を用いたベンチマークシミュレーションを行った。複合体構造は、統計解析の結果から
区分される 3 種類の複合体形成様式 13 について 1 つずつ（PDB ID: 1E3S46、1AOH47、1K4D48）と、
大きな PPI 界面を有する複合体 1 つ（PDB ID: 1E6V49）の計 4 個を用いた。相互作用対象のタンパ
ク質から 5 Å 以内に重原子が存在するアミノ酸残基を PPI 界面の残基とし、Ala、Arg、His、Met、
Tyr、Trpについてその個数を数え、タンパク質単体の立体構造と共に3.1のプログラムに入力した。
結果を図 3.1 および表 3 に示す。PPI 界面に存在するアミノ酸残基の 73%以上、平均で 88%が同定
され、これら 4 つの構造でシミュレートした限りでは、相互作用界面を同定する上で十分な精度の
結果が得られることが確認された。 
 
 
3.3 プログラムを用いた YUH および Y-Ub の相互作用界面の同定 
3.2 より、プログラムを用いることで十分な精度で PPI 界面の同定が可能であることが確認され
たため、次に YUH および Y-Ub について、滴定実験の結果を基に PPI 界面の同定を行った。 
2.4 で得られた YUH に関する実験結果と、複合体構造のデータより準備した YUH の立体構造
座標をプログラムへ入力し計算した結果、Tyr33、Tyr37、Ala156、Ala159、Ala161、His166、Tyr167、
Tyr214、Ala218、Ala227、Met228 が相互作用界面の残基として判断された。これらの残基を複合
体構造へマッピングした結果、Y-Ub との相互作用界面が同定されていることが確認された（図
3.2A）。 
次に、Y-Ub についても PPI 界面の同定を行った。Y-Ub について、7.2 に記載の手順で標識
Y-Ub と未標識 YUH を調製し、モル比で Y-Ub : YUH = 1: 4 となるまで YUH を添加した後、YUH の
場合と同様に化学シフト変化が大きいシグナルの個数を各アミノ酸残基種について求めた。結果、
PPI 界面に存在すると考えられるアミノ酸残基の数は、Met: 0、Ala: 0、His: 1、Tyr: 0、Trp: 0、Arg: 3
であった（図 3.3）。複合体構造のデータより Ub の立体構造座標を準備し、先のデータと共にプロ
グラムへ入力した結果、Arg42、His68、Arg72、Arg74 が PPI 界面の残基として判断され、YUH との
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相互作用界面が同定されていることが確認された（図 3.2B）。  
図 3.1. 既報の複合体構造を用いたシミュレーションの結果。プログラムにより同定された PPI
界面の Ala、Arg、His、Met、Tyr、Trp を、CPK モデル（緑またはピンク）で示す。(A) 
3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase（241 残基、homodimer）（PDB ID: 1E3S）。 (B) type I 
cohesin domain（143、147 残基、homodimer）（PDB ID: 1AOH）。 (C) Potassium channel 
KcsA のフラグメント（103 残基、シアン）と抗体の Fab 重鎖（219 残基、灰色）（PDB ID: 
1K4D）。 (D) Methyl-coenzyme m reductase i γ サブユニット（248 残基、シアン）と α サ
ブユニット（545 残基、灰色）（PDB ID: 1E6V）。 
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 PDB ID 
Interface 
residues of 
crystal 
structure† 
Identified 
interface 
residues‡ 
Rate of 
correctness of 
identified 
residues§ 
 
 
1E3S A 
(241 residues) 
A183 
R184 
A187 
R192 
R226 
H235 
M239 
R252 
A256 
R258 
R29 
R192 
R226 
H235 
M239 
R252 
R258 
0.86   
 
1E3S C 
(241 residues) 
A183 
R184 
A187 
R192 
R226 
H235 
M239 
R252 
A256 
R258 
R29 
R147 
R184 
R192 
R226 
H235 
M239 
R252 
R258 
0.78   
 
1AOH A 
(143 residues) 
A72 
Y74 
R77 
M79 
A72 
Y74 
R77 
M79 
1.00   
 
1AOH B 
(147 residues) 
A72 
Y74 
R77 
M79 
A72 
Y74 
R77 
M79 
1.00   
表 3. 既報の複合体構造を用いたシミュレーション結果の詳細。 
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1K4D A 
(219 residues) 
W33 
H35 
Y55 
R57 
R100 
H35 
R57 
R98 
R100 
0.75   
 
1K4D C 
(103 residues) 
Y45 
A50 
R52 
Y62 
Y45 
A50 
R52 
Y62 
1.00   
 
1E6V A 
(545 residues) 
Y25 
Y29 
R70 
M370 
Y383 
Y388 
R390 
A393 
M395 
H398 
R404 
Y431 
H437 
R443 
Y447 
A450 
A457 
A458 
Y383 
Y388 
R390 
Y391 
M395 
H398 
R404 
A405 
Y431 
H437 
R443 
A457 
A458 
R464 
Y481 
0.73   
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1E6V C 
(248 residues) 
Y9 
R19 
Y96 
H101 
Y103 
R107 
R151 
H160 
H162 
A163 
R165 
M172 
H174 
A175 
R177 
Y221 
R222 
Y228 
R229 
H242 
R245 
Y250 
R251 
Y9 
R19 
R20 
Y96 
H101 
Y103 
R107 
R151 
H160 
H162 
A163 
R165 
M172 
H174 
Y221 
R222 
Y228 
R229 
R240 
H242 
R245 
0.90   
†PPI 界面の残基（相互作用対象のタンパク質から 5 Å 以内に重原子が存在するアミノ酸残基）。 
‡プログラムにより PPI 界面に存在すると判断されたアミノ酸残基。 
§PPI 界面に存在するアミノ酸残基のうち、プログラムにより同定された割合。 
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図 3.2. プログラムを用いて実験結果と立体構造座標から同定した、PPI 界面のアミノ酸残基。
各残基を CPK モデル（赤：Ala、橙：Met、緑：His、青：Tyr、シアン：Arg）で示す。(A) YUH
上の PPI 界面残基。YUH を灰色のリボン表示で、Ub をピンクの surface 表示で表した。 
(B) Ub 上の PPI 界面残基。YUH、Ub をそれぞれ灰色、ピンクのリボン表示で示した。 
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図 3.3. 標識 Y-Ub への YUH 添加実験。 (A) 標識 Y-Ub の各シグナルのωRMS。赤線は、化学シフ
ト変化量の大小を判定するための閾値である ωt を示す。 (B) 標識 Y-Ub の HSQC スペク
トル。YUH 滴定前後のスペクトルを重ね、着目する化学シフト範囲を拡大して示す。黒・赤
と青・緑は、位相が 180°異なる。黒および青は滴定前、赤および緑は滴定後のスペクトル
であり、矢印は(A)に示す ωRMS が ωt より大きいシグナルの摂動先を示す。観測されるシグ
ナルの数が少なく、高分解能スペクトルを取得する必要がないため、既報の time-shared 
HSQC 測定用のパルスシーケンス 26 を適用した。 
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3.4 手法の頑健性の検証 
滴定実験の結果の解析からプログラムによる PPI 界面の同定まで、本手法が正しく機能するこ
とが、これまでの結果より示された。そこで次に、外乱による影響が PPI 界面の同定結果にどの程
度影響するか確認し、本手法の頑健性を評価した。手法を構成する各要素のうち外乱の影響を
受ける箇所は、化学シフト値の変化量を取得するための滴定実験であり、PPI 界面に存在すると
考えられるアミノ酸残基の個数を取得する重要な過程である。そこで例として、YUH の実験結果に
ついて、ωt の値を 20%低下させた場合にどのような影響が生じるか確認した。 
上記の通り ωt の値を変えることで、PPI 界面に存在すると考えられるアミノ酸残基の個数が
Met: 1、Arg: 2 追加された。このデータを用いて 3.3 と同様にプログラムで計算した結果、Arg6、
Arg65、およびMet215が新たに追加された、Arg6、Tyr37、Arg65、Ala156、Ala159、Ala161、His166、
Tyr167、Tyr214、Met215、Ala218、Ala227、Met228 が YUH の PPI 界面にある残基として判断され
た（図 3.4）。この結果は、正しい入力データから得られる結果と非常に類似しており、Met215 は
3.3 で同定された相互作用界面のすぐ隣に位置し、また Arg6 と Arg65 が実際の相互作用界面から
離れたところに存在しているものの、それ以外のアミノ酸残基からなるパッチの外側に孤立して存
在していることから、これらは無視してよいものと理解できる。結果、外乱がない場合の結果とほ
ぼ同一の箇所が、PPI 界面として同定された。 
以上のように、実験のエラー等、結果に影響を及ぼす何らかの要因が生じていた際にも、プロ
グラムの出力結果を注意深く評価することで PPI 界面を同定できることが確認され、本手法の頑
健性を支持する結果となった。 
図 3.4. YUH の相互作用界面として同定される残基の比較。各原子を CPK モデルで表示した。
各色は、プログラムにより相互作用界面として同定されたアミノ酸残基であり、橙：Met、
赤：Ala、青：Tyr、緑：His、マゼンタ：Trp、シアン：Arg を示す。 (A) 3.3 で同定した相互作
用界面に存在するアミノ酸残基。 (B) ωt の値を 20%低下させた際に相互作用界面に存
在すると判断されたアミノ酸残基。下部に確認される 2 つの Arg は Arg6 と Arg65 である。
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3.5 実験結果を反映させた確からしいタンパク質複合体モデル構造の構築 
PPI 界面は相互作用に関する知見として非常に重要であるが、構造生物学的あるいは創薬の
観点から、複合体としてのより詳細な知見の取得が望ましいことは言うまでもない。この場合、ドッ
キングシミュレーションなどの計算化学的手法による複合体構造の予測が有用であり、特にシミュ
レーションを行う際に実験により得られた構造情報を反映させることで、高精度の複合体モデル構
造の構築が期待できる。しかしながら、それらの実験的な情報の取得には時間と労力を要するこ
とが多かった。一方、今回開発した相互作用部位解析法は、PPI 界面に存在するアミノ酸残基の
一部を迅速かつ簡便に同定でき、これらの情報は複合体構造の予測において非常に有用である
と考えられる。そこで、本手法で得られた情報を利用したドッキングシミュレーションを行い、得ら
れた複合体モデル構造の精度を評価することで、複合体構造の予測におけるそれらの情報の有
用性を確認した。 
これまでに述べたように、本手法で得られる相互作用界面の情報には多少の曖昧さが含まれ
ている。そこで本研究では、このような情報を利用したドッキングシミュレーションに適したプログラ
ムである HADDOCK50, 51 を使用した。シミュレーションに使用できる情報は相互作用界面の一部の
残基に関してのみであるため、7.4 に記載したように、これらの情報から適切な距離拘束条件を設
定する手順を規定した。 
例として、YUH と Ub に関する 3.3 の結果を用いて、7.4 に記載の手順でドッキングシミュレーショ
ンを行った。Ub の C 末端は YUH-Ub の相互作用系において重要な領域であり、非常にフレキシブ
ルでありながら YUH の活性部位である狭く深いポケットに結合する。そのため、複合体モデル構
造の構築において再現が重要な箇所でありながら、一般にドッキングシミュレーションでの再現が
難しい。しかしながら、シミュレーションの結果得られた最も確からしいとされた複合体構造におい
て、結晶構造に非常に類似の結合様式が再現されていた（図 3.5）。次に、得られた YUH と Ub の
複合体モデル構造の精度を、世界的なタンパク質複合体構造予測コミュニティとして知られる
CAPRI52-54 の基準を適用して、複合体結晶構造と比較し評価した。結果、”fraction of native 
contacts“（分子間で 5 Å 以内に存在する残基ペアの再現率）、”interface RMSD“（相互作用対象
より 10 Å 以内に存在する残基の主鎖に関する、結晶構造との RMSD）、”ligand RMSD“（YUH につ
いて主鎖重原子でフィッティングした際の Ub 主鎖重原子に関する、結晶構造との RMSD）は、それ
ぞれ 0.70、1.84 Å、3.12 Å であり、これらの結果の総評としては、2 番目に良いカテゴリに分類され
る精度の複合体モデル構造であった。また、最も確からしいとされた予測構造を含むクラスタの各
構造に関する pairwise RMSD は表 4 に示す通りであり、これらの mean global backbone RMSD は
2.02 Å であることから、各構造に大きな差異はなく、確からしい構造を複数、安定して得られてい
ることが確認された。 
以上のように、複合体を構成する各タンパク質の構造が既知であれば、本手法により同定され
た PPI 界面の残基に関する情報を基に、実験結果を反映させた確からしい複合体モデル構造の
構築が可能であることが示された。 
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右上は主鎖原子の RMSD を、左下は全重原子の RMSD を示す。これらの値は、MOLMOL 2K.255
を使用して求めた。  
 
Crystal 
structure 
Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 
Crystal 
structure
– 1.65 1.86 1.30 3.08 
Model 1 2.17 – 1.52 1.22 2.25 
Model 2 2.22 1.99 – 1.46 2.04 
Model 3 1.85 1.65 1.80 – 2.36 
Model 4 3.42 2.57 2.31 2.66 – 
図 3.5. ドッキングシミュレーションにより得られた複合体モデル構造と複合体結晶構造の重ね
合わせ。YUH の主鎖重原子についてフィッティングを行った。結晶構造の YUH を
surface 表示（モデル構造の YUH は非表示）、Ub を tube 表示（ピンク：結晶構造、緑：
モデル構造）で表し、YUH の活性部位を破線で囲んだ。 
表 4. ドッキングシミュレーションで得られた複合体モデル構造 4 個と結晶構造の pairwise 
RMSD（Å）。 
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第 4 章 タンパク質―低分子間相互作用部位解析への手法の拡張 
4.1 タンパク質―タンパク質間相互作用部位解析法の応用と課題 
これまで、PPI 界面の情報取得を目的とした手法を開発してきたが、一方で、生体内の天然リガ
ンドや薬様化合物などの、いわゆる低分子化合物とタンパク質との相互作用に関する情報もまた、
種々の生化学的現象の理解や創薬において極めて重要である。例えば、創薬研究の初期におい
ては、スクリーニングにより得られた活性化合物群に関する特異的結合の確認と偽陽性の排除、
さらには構造情報に指南された効率的な化合物設計などを行うにあたり、相互作用の部位やそ
の様式に関する情報が必須となる。特に近年盛んな、フラグメントと呼ばれる分子量が比較的小
さな化合物から出発し効率的に合成展開を進めていく Fragment-based drug discovery56-63 のアプ
ローチでは、その思想から、特に相互作用部位に関する情報の重要性が顕著である。 
相互作用部位に関する情報を取得する際には、1.1 で述べた通り幾つかの手法が利用できるも
のの、いずれも時間と労力を要するため、例えば創薬研究においては開発のタイムスケジュール
との乖離が問題となることが多かった。そこで、第 1 章から第 3 章までに述べた PPI 界面の迅速解
析法のアプローチを応用した、タンパク質―低分子間相互作用部位の迅速解析法を開発した。 
タンパク質―低分子間相互作用への応用において、根本的な概念は PPI 界面の解析法と共通
しており、相互作用部位に存在するアミノ酸残基の種類とその個数の取得には第 2 章で示すアプ
ローチが適用できると考えられる。一方で、その後のデータ解析の自動化においては、低分子化
合物とタンパク質との相互作用様式の違いにより、同じ手法をそのまま適用することは困難であ
る。タンパク質間相互作用部位は連続した面を構成するため、3.1 で述べた通り、得られた実験結
果を満たすアミノ酸残基の組み合わせで構成される面の面積がなるべく小さくなることを指標の 1
つとして、適切な組み合わせを選択した。しかしながら、低分子化合物はタンパク質表面のポケッ
トの途中にあるアミノ酸残基と結合することが多々あり、相互作用に関与する残基は必ずしも連続
する面を構成するわけではなく、タンパク質表面に沿った距離において近い位置にない。したがっ
て、3.1 に示すような”面”を考慮したアプローチは、低分子相互作用部位の同定に適用できない。 
 
 
4.2 三次元空間情報を利用したタンパク質―低分子間相互作用部位解析法の開発 
4.1 の課題を解決するため、実験結果に最も一致する”面”ではなく、”空間”を探索する手法を
構築することにした。3 次元空間を計算科学的手法により探索するためには、空間を量子化する
必要がある。そこで、空間を格子状に区切り、各格子点（グリッド）について、周囲に存在するアミ
ノ酸残基の種類と数を実験結果と比較し一致度を評価することにした。このアプローチを適用した
手法（図 4.1）を、以下に示す。 
(A) 2.1 と同様の方針で選択したアミノ酸残基種の特定の原子を安定同位体で標識した、解析
対象のタンパク質を調製する。この際、PPI 界面への存在傾向の代わりに、低分子との相
互作用部位への存在傾向 64 を考慮する（図 4.2）。本研究では、標識の組み合わせとして
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[13Cε] Met、[13Cα/13Cβ] Ala、[13Cε] His、[13Cε] Tyr、[13Cδ] Trp、[α-15N] Phe を選択した。な
お、標識タンパク質の調製には、2.1 と同様にセルフリー合成系を用いる。 
(B) 前記の標識サンプルを用いて、低分子化合物の滴定実験を行う。観測される各シグナル
の化学シフト値の変化量は、2.3.1 と同様にスケーリングされたωRMS で表される。各シグナ
ルのωRMSを用いて、化学シフト変化の大小を規定するための閾値ωtpを下記の式に従い求
める。 
 
 
ここで、m は全 ωRMS の相加平均、s は全 ωRMS から求めた標準偏差である。これらの値を用
いて、化学シフト変化が大きいアミノ酸残基種とその個数に関する情報を取得する。 
(C) 解析対象のタンパク質の立体構造座標を準備する。 
(D) プログラムEasyMIFsおよびSiteHound65-67を使用して、タンパク質表面の空間を格子状に
区切り、エネルギー的観点から疎水性官能基と相互作用する可能性が高いグリッドを抽
出する。 
(E) (D)で抽出した各グリッドについて、実験結果(B)との不一致度を評価する。まず、下記に
示す仮想球の半径 rv を求める。 
 
 
ここで、rseb は化合物の最小包含球の半径、rcsp は化学シフト変化の誘起が期待される化
合物からの距離を意味する。rseb は、PubChem3D (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)より
入手した化合物の構造を用いて、既報のアルゴリズム 68 により求めた。なお、rseb を求め
るためのスクリプトを付録に記載した。また、rcsp は、本研究では 4 Å とした。このようにして
求めた仮想球の中心を各グリッドにおき、(A)に記載の各アミノ酸残基種について、仮想球
内に存在する個数と(B)における実験結果との不一致度を示すペナルティスコア Stot を下記
の式で求めた。 
 
 
ここで、a は標識された各アミノ酸残基（a=Ala、Met、……）、Va は仮想球内に存在するアミノ
酸残基 a の個数、Raは(B)においてωtp よりωRMS が大きかったアミノ酸残基 a の個数であり、
Σは各アミノ酸残基に関して差の絶対値の和を取ることを意味する。Stot の値が小さいほど、
実験結果と一致度が高い、すなわち相互作用部位に存在している可能性が高いグリッド
であることを意味する。 
(F) 化合物の体積以上のグリッド塊が出現するまで、Stot の値が小さいグリッドから順に表示
していく。なお、グリッドに炭素原子を置き、その van der Waals 半径内の空間をグリッド塊
の体積とする。 
sm +=tpω (5) 
cspsebv r+= rr (6) 
 −=
a
aa RVS ||tot (7) 
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(G) 最終的に、Stot の値が小さいグリッドが化合物の体積以上の塊を形成している箇所が、相
互作用部位として同定される。 
上記手順に従い、実験結果に一致する空間を探索することで、低分子相互作用部位の同定
が可能となった。 
 
図 4.1. 低分子相互作用部位解析法のストラテジー。 標識タンパク質を調製し(A)、化合物の
滴定実験を行うことで、化学シフト変化が大きいシグナルの個数をアミノ酸残基種ごと
に調べる(B)。既知のタンパク質立体構造(C)の表面から、エネルギー的に疎水性官能
基が相互作用しやすい箇所を探索しグリッドで表現する(D)。各グリッドについて、実験
結果との不一致度を評価し（E）、一致度が高く(F)化合物の体積以上のグリッド塊が存
在する箇所が相互作用部位と考えられる(G)。 
 
Adapted with permission from J. Med. Chem., 2013, 56 (22), pp 9342–9350. Copyright 2013 American Chemical Society. 
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4.3 手法の頑健性向上 
4.2 に記載の手法では、標識されたアミノ酸残基種について全てのシグナルが観測されることを
前提としている。しかしながら、化学交換によるシグナルの広幅化やシグナルの縮重等により、全
てのシグナルが観測されない場合も多い。そこで、そのような場合においても適切な解析が可能
なよう、Stot を求める際には全ての可能性を考慮するようにし、観測されない各シグナルについて、
それぞれ化学シフト変化が大きい場合と小さい場合の両方を考慮することにした。例えば、化学
シフト変化が大きいシグナルの個数が His と Phe でそれぞれ 1、3 であり、さらに His と Phe のいず
れにおいても観測されないシグナルが 1 個ずつある場合、化学シフト変化が大きいシグナルの個
数として(His, Phe) = (1, 3), (2, 3), (1, 4), (2, 4)の 4 通りを考え、各場合における Stot を求めその平均
値を算出し、この値を各グリッドの Stot とした。このように処理することで、観測されないシグナルが
ある場合においても、それらによるバイアスを除いた解析が可能となった。この処理を加えた 4.2
の解析が可能なスクリプトを、付録に記載した。 
 
 
4.4 既知の複合体構造を用いたシミュレーションによる手法の有効性検証 
4.2、4.3 で示した手法の有効性を確認するため、既知のタンパク質―低分子複合体構造を用い
たシミュレーションを行った。まず、低分子の周囲 5 Å 以内に重原子が存在するアミノ酸残基を相
互作用に関与する残基とし、4.2 に記載の標識したアミノ酸残基種（Ala、His、Met、Phe、Tyr、Trp）
についてその個数を数え、実験結果の代わりとした。次に、apo 体について構造決定された座標
データと Pubchem 3D より入手した化合物構造を用いて 4.2、4.3 の手法により解析し、
図 4.2. 各アミノ酸残基種の、低分子相互作用部位への存在傾向。アミノ酸残基種 a の
Preference factor Pa は、低分子相互作用部位に占めるアミノ酸残基種 a の割合 Ca
と、タンパク質表面に占める割合 Ja を用いて、Pa = Ca/Ja で求められる。全てのデータ
は、4.2 に記載の既報のものを用いた。 
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図 4.3. 既報の構造を用いたシミュレーションの結果。apo 体の構造を灰色のリボンモデル、
holo 体の構造を緑のリボンモデル、低分子を青の CPK モデル、apo 体の構造を用いて
同定された相互作用部位を赤で表した。 (A) アンジオテンシン I 変換酵素の N ドメイン
と阻害剤 lisinopril（PDB ID: 2C6F (apo), 2C6N (holo)）。 (B) Factor Xa と阻害剤（PDB 
ID: 1C5M (apo), 2J2U(holo)）。 (C) galectin-9 の N ドメインとラクトース（PDB ID: 3LSD 
(apo), 3LSE(holo)）。 (D) LFA-1 (CD11a/CD18)の N ドメインと LFA-1/ICAM-1 相互作
用の阻害剤と予想されている化合物（PDB ID: 1ZOP (apo), 2O7N(holo)）。 
 
N 
C 
C
N
N
C
N 
C 
N 
C 
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結果を複合体構造と比較した。シミュレーションには種類が異なる 4 つのタンパク質として、酵素と
その阻害剤(PDB ID: 1C5M, 2J2U)69, 70、大きな酵素とその阻害剤（PDB ID: 2C6F, 2C6N）71、糖結合
タンパク質と糖(PDB ID: 3LSD, 3LSE)72、PPI を機能として有するタンパク質と PPI 阻害剤と予想さ
れている化合物(PDB ID: 1ZOP, 2O7N)73, 74 を用いた。結果を図 4.3 に示す。これら 4 つのタンパク
質について、いずれも本手法により相互作用部位を正しく同定することができた。糖結合タンパク
質についても相互作用部位を正しく同定できたことから、本手法が薬様化合物以外についても適
用できることが確認された。また、この複合体の相互作用部位はいわゆるポケット様の形状をして
おらず、タンパク質の形状から目視あるいは計算科学的手法により相互作用部位を予測すること
は困難であるが、本手法で必要とする僅かな情報さえあれば同定が可能であることが示された。 
 
 
4.5 p38α mitogen-activated protein kinase と阻害剤を用いた本手法の有効性の実証 
4.4 にて、本手法が正しく機能することをシミュレーションにより確認したため、次に、実験結果か
ら相互作用部位が正しく同定されることを実証した。実験に使用するタンパク質としては、
mitogen-activated protein kinase (MAPK)とよばれる広く真核生物に保存された serine/threonine 
kinase の 1 つである、p38α（別名: MAPK14、分子重量: 41 kDa）を用いた。MAPK は、MAPK kinase
によりリン酸化され活性化することで核内へと移行し、細胞外から核内へのシグナル伝達におい
て重要な役割を果たす kinase である。現在、4 種類の MAPK カスケードが知られており、このうち
MAPK として p38α/β/γ/δ が関与する p38MAPK カスケードは、多くの細胞種の生存や増殖の制御
に加え、サイトカインやストレスへの細胞応答をコントロールしていると考えられている 75-78。中でも
p38α は、4 種のうち最も広範に発現しており、創薬のターゲットタンパク質として広く認知され性質
がよく調べられている 79, 80。p38α と相互作用する低分子としては、p38α との複合体構造が既知で
あるフラグメントと呼ばれるサイズの阻害剤 2-amino-3-benzyloxypyridine81, 82（分子量: 200）を用
いた。 
最初に、4.2 に記載の安定同位体標識を施した p38α を、セルフリー合成系を用いて 7.5 に記載
の 手 順 で 調 製 し た 。 2.2 に 記 載 の NMR パ ル ス シ ー ケ ン ス を 用 い た time-shared 
[1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC 実験を行ったところ、観測されたシグ
ナルの個数はMet: 11/11、Ala: 25/25、His: 11/12、Tyr: 15/15、Trp: 5/5、Phe: 12/13 であり、 His
および Phe は期待される数よりも 1 つ少なかった。このサンプルへ阻害剤をモル比で 5.5 倍量にな
るまで添加し、相互作用に伴う化学シフト変化を観測した（図 4.4）。その際の化学シフト値の変化
量をスケーリングされた ωRMS として求め、ωtp より大きいシグナルの個数を求めたところ、Met: 1、
Ala: 3、His: 0、Tyr: 0、Trp: 0、Phe: 0 となり観測された全シグナル数の 5%が抽出された（図 4.4A）。
ここで、His および Phe については、観測されたシグナルの数が期待される数よりも 1 つ少なかっ
たことから、4.3 に記載の通り全ての可能性を考慮し、結果、相互作用部位周辺に存在する個数
は Met: 1、Ala: 3、His: 0 or 1、Tyr: 0、Trp: 0、Phe: 0 or 1 となった。 
次に、Pubchem 3D から入手した阻害剤の構造を用いて rseb を求めたところ、4.497 Å であった。
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この値と 7.7 に記載の手順で準備した p38α の apo 体の構造（PDB ID: 1R39）83 および先の実験
結果を基に、7.7 に記載のようにしてグリッドを発生させ、各グリッドについて Stot を求めた。結果、
実験結果と矛盾がない Stot=1（観測されなかったシグナルが 2 つあるため、Stot=1 が最小値）で
あるグリッド塊が3つ存在し、これらの体積はそれぞれ176、75、および26 Å3であった（図 4.5A）。
阻害剤の体積が 153 Å3 であることから、2 つのグリッド塊は明らかに小さ過ぎるため、最終的に 1
つのグリッド塊のみが相互作用部位として求められた。このグリッド塊は、最初に発生させた全
グリッド、つまり相互作用エネルギーの観点のみから抽出した相互作用部位の候補の 1.0%にあ
たる 170 個のグリッドから構成されており、本解析法により相互作用部位の候補となる箇所を大
きく絞り込んでいることが確認できる。この結果を既知の holo 体の構造（PDB ID: 1W7H）82 と比
較したところ、グリッド塊が存在する場所は holo 体の構造で確認される相互作用部位に極めて
近い場所であった（図 4.5B）。このグリッド塊と阻害剤の重心間距離(Dc)、およびグリッド塊の重
心と阻害剤の重原子との最短距離（Dmin）は、それぞれ 5.32 Å および 2.81 Å であった。相互作用
部位を解析する際、apo 体の構造の代わりに holo 体の構造を使用したところ、Dc および Dmin は
それぞれ 4.60 Å および 1.10 Å となり、相互作用部位とされるグリッド塊の位置は、holo 体の構造
で確認される阻害剤の相互作用部位により近づいた。これは、apo 体と holo 体とでは相互作用部
位周辺の構造が変化しているために、holo 体の構造を用いた方がより良好な結果が得られたも
のと考えられる。 
以上のように、本手法により、一部のシグナルが観測されない実験結果からでも、低分子との
相互作用部位の同定が可能であることが示された。 
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図 4.4. 安定同位体で標識した p38α への 2-amino-3-benzyloxypyridine 添加実験。 (A) 標識
p38α の各シグナルの ωRMS。赤線は、化学シフト変化の大小を判定するための閾値で
あるωtpを示す。 (B) 標識p38αのtime-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / 
[1H,13Cmethyl]-HSQC スペクトル。阻害剤の滴定前後のスペクトルを重ね、着目する化学
シフト範囲を拡大して示す。黒は滴定前、赤は滴定後のスペクトルであり、矢印は(A)に
示すωRMS がωtp より大きいシグナルの摂動先を示す。#は[13Cε]Met 由来のシグナル、*
は time-shared 実験により同じ領域に現れてしまった[13Cε]His の anti-TROSY 成分で
ある。 
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Adapted with permission from J. Med. Chem., 2013, 56 (22), pp 9342–9350. Copyright 2013 American Chemical Society. 
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図 4.5. 本手法により同定した 2-amino-3-benzyloxypyridine の相互作用部位。 (A) apo 体の
構造を用いて解析した結果 Stot=1 であったグリッドを赤で、apo 体の構造を灰色のリボ
ンモデルで表示した。 (B) holo 体の構造を主鎖の重原子でフィッティングし重ね合わ
せた。2-amino-3-benzyloxypyridine を青の CPK モデル、holo 体の p38α を緑のリボン
モデル、apo 体の構造を用いて同定された相互作用部位を赤で表した。 
 
Adapted with permission from J. Med. Chem., 2013, 56 (22), pp 9342–9350. Copyright 2013 American Chemical Society. 
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第 5 章 天然リガンドの相互作用部位同定への応用 
5.1 MAP kinase insert region および脂質に関する先行知見と課題 
近年、幾つかの脂肪酸やアラキドン酸等の脂肪酸誘導体が、p38MAPK カスケードを活性化す
るとの報告がある 84-87。また、Diskin らの報告 88 では、n-octyl-β-D-glucopyranoside (β-OG)が
MAP kinase insert region と呼ばれる領域へ結合することが共結晶の構造解析により確認されて
おり、アラキドン酸が同じ領域へ結合することを示唆する変異実験の結果も得られていることから、
MAP kinase insert region への脂質の結合が p38α の機能へ影響を及ぼす可能性についても議論
されている。さらに、PIA23、PIA24、perifosine との複合体構造 89 とそれらが p38α に及ぼす影響に
関する生化学的知見 90 が報告されているほか、p38α の活性化を調節している kinase の 1 つ
PTPN5 が、MAP kinase insert region 付近に相互作用することが示唆されている 91。これらの知見
は、MAP kinase insert region が p38α の機能に影響を及ぼす新規のアロステリックサイトであり、
脂肪酸がその領域へ結合する天然リガンドである可能性を示唆しているものの、直接的な証拠は
未だ報告されていなかった。溶液状態での相互作用を直接確認する手段としては NMR による分
析が有用であるが、分子量が大きく、また p38αのダイナミクスに関連していると予想される化学交
換により、着目している領域の残基に由来するシグナルの帰属が困難であった 92。そこで、第 4 章
で述べた手法を適用することで、p38MAPK カスケードを活性化すると報告されているデカン酸が
p38α へ結合するか確認し、結合する場合にはその相互作用部位を同定することにした。 
 
 
5.2 p38α mitogen-activated protein kinase の脂肪酸相互作用部位の同定 
デカン酸の相互作用部位の同定は、阻害剤の相互作用部位を同定した際と同様の手順にて
行った。まず、先の実験と同様に調製した標識 p38α を用意し、7.6 に記載の通りモル比で 3 倍量
に な る ま で デ カ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 滴 定 し 、 各 シ グ ナ ル の 化 学 シ フ ト変 化 を time-shared 
[1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC 実験により観測した。化学シフト値の
変化量から各シグナルのωRMSとωtpを求め、ωtpより大きいシグナルの個数を求めたところ、Met: 1、
Ala: 1、His: 1、Tyr: 0、Trp: 1、Phe: 0 であった（図 5.1）。4.5 と同様、His および Phe については観
測されたシグナルの数が期待される数よりも 1 つ少ないため、最終的に相互作用部位周辺に存
在する個数は Met: 1、Ala: 1、His: 1 or 2、Tyr: 0、Trp: 1、Phe: 0 or 1 となった。阻害剤滴定実験で
の結果に比べ化学シフト変化量が小さいが、これはデカン酸の濃度が高くなるにつれてスペクト
ルの質が低下し解析が困難になるため、デカン酸ナトリウムを多量に添加できず、したがって系
中の結合状態の存在比が小さいためである。また、環電流の影響により周囲の原子に大きな
化学シフト変化を誘起する芳香環を脂肪酸が有していないことも、原因の 1 つと考えられる。 
次に、Pubchem 3D から入手したデカン酸の構造を用いて rseb を求めたところ、7.151 Å であっ
た。p38αの構造として、apo 体の構造（PDB ID: 1R39）、阻害剤との holo 体の構造（PDB ID: 1W7H）、
および β-OG との holo 体の構造（PDB ID: 2NPQ）を使用して解析した結果、実験結果に最も一致
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しデカン酸以上の体積を有するグリッド塊は、β-OG との相互作用部位にのみ見られた（図 5.2A, 
B）。この結果は、溶液中においてデカン酸が β-OG と同様に MAP kinase insert region へ相互作
用することを強く示唆している。 
β-OG（およびデカン酸）との相互作用部位には、脂質との相互作用において重要と考えられて
いる Trp197 が存在するため、β-OG またはデカン酸がこの箇所へ相互作用するならば、Trp197
由来のシグナルの化学シフトが大きく変化するはずである。そこで、β-OG の滴定実験を行ったと
ころ、デカン酸ナトリウムの滴定実験結果と同様の化学シフト変化がTrp由来のシグナルで観測さ
れた（図 5.2C, D）。この化学シフト変化が観測されたシグナルが Trp197 に由来するか、Trp197 を
Phe に置換した W197F 変異体を調製して NMR 測定を行い確認した。結果、上記のシグナルは
W197F を測定したスペクトルでは消失しており、すなわちこのシグナルは Trp197 に由来すること
が確認された（図 5.2E）。したがって、デカン酸の相互作用部位は、本研究で開発した手法で同定
された場所と同じであることが強く示唆された。また、デカン酸が MAP kinase insert region へ相互
作用することが初めて示された。 
上記結果から、薬様化合物だけでなく、天然リガンド等の相互作用部位を同定する際にも本手
法を活用できることが示された。また、化学シフト変化が小さい化合物を対象とする場合や、結合
状態の存在比が小さい場合においても適用できるなど、本手法の頑健性が示された。 
 
 
5.3 他のアプローチとの比較 
近年、計算化学的手法による低分子結合部位の予測法は著しい発展を遂げており 64, 93-121、こ
れらのアプローチは、いわゆる”結合ポケット”と見なされるような形状の深い窪みから成る結合部
位については、良好な予測精度を示す。例えば、最近開発された MolSite122 と呼ばれる手法は、
計算量が多いものの 80～90%という高い予測率を誇る。しかしながら、明らかに結合ポケットと見
なされるような深い窪みではない相互作用部位については、未だ予測が困難である。一方、本手
法は実験データを基にしたアプローチのため、4.4 に示すように、そのような相互作用部位につい
ても問題なく同定することが可能である。 
他の既報のアプローチとしては、NMRデータと計算化学的アプローチを組み合わせたMcCoyら
による報告 123 があり、シグナル未帰属での相互作用部位同定へ応用できる可能性についても議
論されている。しかしながら、彼らの方法は複数の 15N 標識サンプルとそれらを用いた滴定実験を
必要とする他、低分子の芳香環の環電流により誘起される化学シフト変化のみを想定したものと
なっている。一方で、本手法は 1 サンプルについての実験のみを必要とし、低分子化合物の化学
構造に左右されない、汎用性の高い手法である。 
以上のように、本手法は迅速性、簡便性、汎用性の観点から、既報の手法に比べ有用であると
考えられる。なお、本手法ではタンパク質を観測対象とするが、低分子を観測対象とする
SOS-NMR124 や INPHARMA125、DIRECTION 法 126 等の手法による解析と互いに補う形での利用が
より有効である。  
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図 5.1. 安定同位体で標識したp38αへのデカン酸ナトリウム添加実験。 (A) 標識 p38αの各シ
グナルの ωRMS。赤線は、化学シフト変化の大小を判定するための閾値である ωtp を示
す 。  (B) 標 識 p38α の time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / 
[1H,13Cmethyl]-HSQC スペクトル。デカン酸ナトリウムの滴定前後のスペクトルを重ね、着
目する化学シフト範囲を拡大して示す。黒は滴定前、赤は滴定後のスペクトルであり、
矢印は(A)に示すωRMSがωtpより大きいシグナルの摂動先を示す。#は[13Cε]Met由来の
シグナル、*は time-shared 実験により同じ領域に現れてしまった[13Cε]His の
anti-TROSY 成分である。 
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図 5.2. p38αのデカン酸結合部位の同定。 (A) β-OG との holo 体の構造（PDB ID: 2NPQ、灰色
のリボンモデル）を用いた解析結果。橙色：Stot=2、黄色：Stot=3 のグリッドを示す。Stot=1
のグリッドはなかった。MAP kinase insert region を破線で囲んだ。 (B) MAP kinase 
insert region 付近の拡大図。holo 体の構造中の β-OG をシアンのスティックモデル、
Trp197 を緑のスティックモデル、本手法により同定された相互作用部位を赤で表した。 
(C, D) β-OG(C)またはデカン酸ナトリウム(D)添加前後の標識 p38α の time-shared 
[1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC / [1H,13Cmethyl]-HSQC スペクトルを重ね、Trp 由来
シグナルが観測される化学シフト範囲を拡大して示した。黒は滴定前、赤は滴定後のス
ペクトルである。 (E) WT（黒）と W197F 変異体（赤）のスペクトルを重ねて表示した。
W197F のスペクトルで消失したシグナルが Tｒｐ197 に由来することが分かる。 
Trp197 
β-OG 
Trp197 
insert region 
MAP kinase 
Adapted with permission from J. Med. Chem., 2013, 56 (22), pp 9342–9350. Copyright 2013 American Chemical Society. 
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第 6 章 総括および今後の展望 
6.1 タンパク質―タンパク質間相互作用部位の迅速解析法と課題 
6.1.1 タンパク質―タンパク質間相互作用部位の迅速解析法 
本研究で開発した PPI 界面の迅速解析法を適用することで、解析対象のタンパク質の立体構
造さえ既知であれば、1サンプルについて簡単な滴定実験とNMR実験を行い、シグナル未帰属の
まま化学シフト変化を観測するだけで、迅速かつ簡便に PPI 界面を同定することが可能である。こ
の手法の実現においては、(1)注意深く選択された原子特異的安定同位体標識の組み合わせ、
(2)新規に開発した 1H-13C 相関シグナルと 1H-15N 相関シグナルを同一スペクトル上で高分解能に
観測する測定法、(3)化学シフト変化の大小を判定するための閾値の設定法、(4)実験結果から
PPI 界面の残基を同定するプログラムの 4 点が鍵となっている。 
(1)については幾つかの組み合わせが考えられるが、本研究で用いた組み合わせ（Met、Ala、
His、Tyr、Trp、Arg）を使用することで、統計的には PPI 界面に存在するアミノ酸残基の 34%がカ
バーされており 12、大半の PPI 界面を探索するうえで十分な情報が得られるものと考えられる。も
し、先の組み合わせでは情報が不足していると予想される場合、あるいはより多くのアミノ酸残基
種についても情報が必要な場合には、観測プローブとするアミノ酸残基の種類をさらに増やせば
よい。例えば、[1-13C]標識されたアミノ酸も取り込ませカルボニル 13C を直接観測する、あるいは
[13Cα, α-15N]標識されたアミノ酸も取り込ませカップリングにより[α-15N]標識アミノ酸と区別する、
等が考えられる。また、コストや時間の観点からより現実的な手法とするため、本研究では一般に
入手が容易な標識アミノ酸を用いたが、例えば 13Cδ 標識された Ile を合成して用いる、あるいは
SAIL アミノ酸 127 等を利用することで、観測プローブとするアミノ酸残基種のさらなる追加が可能で
ある。原子特異的標識の恩恵としてスペクトル上のシグナル数が少ないために縮重が起こりにくく、
それゆえ本手法では比較的大きなタンパク質への適用が可能となっているが、分子重量 50 kDa
程度以上のより大きなタンパク質を対象とする場合には、横緩和を抑えるために部分的に重水素
化した標識アミノ酸の利用が望ましく 128, 129、先に挙げた SAIL アミノ酸等の利用も有用である。 
今回、(2)の新規測定法を開発し高分解能スペクトルの取得を可能にすることで、比較的大きな
タンパク質を扱う際にも time-shared 実験の利点である測定時間の短縮を可能としている。YUH を
測定した結果を見る限りでは、標準的な time-shared 実験 26 に比べ平均で約 80%の感度であり、
多少の感度低下はあるものの、本研究で確認された通り、通常は問題とならないと考えられる。 
(3)に関しては、過去の研究において議論されてこなかった点である。近年、情報取得における
迅速性の要求が高まる一方で、解析対象となるタンパク質の分子量は大きくなり、また膜タンパク
質など見かけの分子量が大きいものを対象とした研究も多い。そのような場合において、スペクト
ルの複雑さや緩和に起因する解析困難な状況を回避する際、アミノ酸選択的標識は有力なアプ
ローチの 1 つであり多用されていることから、今回示すバイアスを考慮した解析法が、実験結果を
より正しく理解するうえで有効なケースは多いと考える。 
(4)に関して、専用の解析プログラムを開発し適用することで、解析者に依らず同じ結果を迅速
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に取得することが可能となった。実験結果の曖昧さを許容しつつ妥当な結果を得るために、3.2 に
示す通り、全ての PPI 界面の残基が正しく選択されるわけではない。しかしながら、平均で約 90%
の残基が同定されており、PPI 界面を同定するうえで十分な精度の結果を得られる。 
 
6.1.2 タンパク質複合体モデル構造の構築 
PPI 界面の迅速解析法では、相互作用対象のタンパク質の構造は未知でよいが、もし既知の
場合には、両タンパク質について PPI 界面に関与する残基を同定し、その情報を 3.5 に示すように
拘束条件として使用することで、実験結果を反映させた確からしい複合体モデル構造の取得が可
能である。本研究で得られた情報から入力可能な拘束条件は、相互作用界面に関与する残基の
指定のみであるため、タンパク質間の相対的な配向の予測は、ドッキングシミュレーションで使用
するスコアリング関数の性能に委ねられている。本研究で確認した限りでは、3.5 に記載の通り高
精度の複合体モデル構造の構築が可能であったが、さらに精度を高める必要がある場合は、
residual dipolar coupling (RDC)130, 131 などで実験的に決定された配向情報の利用が考えられる。 
 
6.1.3 タンパク質―タンパク質間相互作用部位の迅速解析法における課題 
本手法では、化学シフト変化に関する情報を用いているが、周辺の化学的環境の変化に応じて
化学シフトが変化しているため、相互作用以外に構造変化によっても化学シフト変化が起こる。化
学シフト変化がどちらに由来するものか、滴定実験の結果だけから区別することは困難であるた
め、実験結果に不適切な情報が含まれている可能性は否定できない。そのような観点からも、得
られる実験結果には曖昧さが含まれるが、3.1 でも述べたように、解析において立体構造という曖
昧性が極めて低い情報を用い、専用の解析プログラムによりもっとも妥当な結果を得られるように
することで、可能な限り問題を回避している。また、区別するための情報を実験的に取得するため
には、例えば常磁性添加物を用いた溶媒露出度に関する情報の取得 44, 132-136 が有用であると考
えられる。また、過去の研究例において、PPI により大きな構造変化が起こる系を対象に既報の迅
速解析法を適用した例 137 があるが、得られた結果を基に確からしい複合体モデル構造の構築に
図 6.1. 強い相互作用系での解析例。相互作用対象を滴定した後のシグナルが一定の範囲内
に観測されない場合、そのシグナルの化学シフト変化は大きいと見做す。 
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成功している。さらに、同様に構造変化が大きい系について、HADDOCK を用いてドッキングシミュ
レーションを行った研究結果においても、良好な結果が得られている 51。以上から、PPI に伴い大
きな構造変化が起こる系に対しても、本手法の適用は決して不可能ではなく、構造変化に伴う情
報の不確実性をいかにして時間と労力をかけずに除くかが、本手法を今後発展させるうえで重要
となる。 
別の課題としては、いわゆる強い相互作用系において、相互作用対象の滴定前後におけるシ
グナルの対応を確認することが容易ではない点が挙げられる。この場合、相互作用に伴う各シグ
ナルの化学シフト変化量は不明であるため、本研究で用いたような定量的な解析によるシグナル
の抽出はできない。また厳密には、滴定前後で同じ化学シフト値をもつシグナルが観測されたとし
ても、それらのシグナルが同じアミノ酸残基に由来しているか否かは不明である。このような場合
においては、例えば変異の導入により相互作用を弱くするなどの対応が考えられるが、適切な変
異の探索と確認には時間と労力を要するため、より良い別のアプローチを検討する必要があるか
もしれない。実践的な観点からは、例えば滴定前のシグナルの化学シフト値より一定範囲内に滴
定後のシグナルが存在しなければ、そのシグナルは化学シフトが大きく変化したと見做す、などの
解析方法が考えられる（図 6.1）。まだ検討段階ではあるが、この解析方法を適用することで、
Y-Ub との相互作用が強い YUH の変異体 C90S43, 44を用いた実験において、相互作用界面の同定
に成功している（データ未掲載）。 
他の課題として、シグナルの広幅化のために一部のシグナルが観測されない場合の解析法が
規定されていないが、3.4 で頑健性を検証した際の結果から、少なくとも全残基数の 1%程度が観
測されない場合においても、それらの残基を相互作用界面に存在すると仮定しても存在しないと
仮定しても、PPI 界面の同定に大きな影響はないと予想される。 
 
 
6.2 タンパク質―低分子間相互作用部位の迅速解析法と課題 
6.2.1 タンパク質―低分子間相互作用部位の迅速解析法 
先に述べた PPI 界面を迅速に解析する手法を基に改良することで、低分子の相互作用部位を
迅速に同定する手法を開発した。本手法を構成する要素のうち、(1)実験結果に最も一致する空
間の探索法、(2)観測されないシグナルがある場合の適切な対処法の 2 点が特に重要である。 
(1)については、各グリッドの評価法を、周囲に存在するアミノ酸残基の種類とその数がどれだ
け実験結果に一致しているかとし、多少の不一致も許容することで、実験結果の曖昧さやタンパ
ク質の多少の構造変化にも対応できるようにした。実際、4.5 において、相互作用部位に構造変化
がある holo 体の構造を使用した方が良好な結果が得られているものの、apo 体の構造を用いた
場合においても十分な精度で相互作用部位が同定されている。各グリッドの評価においては、低
分子の構造を基に仮想球を設定しているが、低分子の長辺方向の長さから仮想球の半径が規定
されるため、形状の異方性が高い場合は低分子の短辺方向について、本来化学シフトへ影響を
及ぼさない距離にあるアミノ酸残基もカウントしてしまうことになる。そのため、形状の異方性が高
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い場合には不適切なグリッドが残り易く、また全体的にグリッドの不一致度が高くなる。5.2 でデカ
ン酸の相互作用部位を同定した際には、その影響が表れていると考えられる。形状の異方性に
合わせて仮想球のサイズを調整する等、今後何らかの対処を行うことで、結果がより改善される
可能性が考えられる。 
(2)に関しては、観測されないシグナルが相互作用部位に存在する場合と存在しない場合の全
てを考慮することで、解析結果へバイアスがかからないようにした。酵素など創薬の対象となる可
能性が高くかつ柔軟性が高いタンパク質において、p38α のように一部のシグナルが観測されない
ケースが頻出すると考えられるが、本解析法によりそのような場合においても適用を可能にして
いる。 
 
6.2.2 タンパク質―低分子間相互作用部位の迅速解析法における課題 
課題については 6.1.3 に記載の内容とほぼ同様であり、構造変化がある場合の解析法と、いわ
ゆる強い相互作用系における解析法が挙げられる。このうち、構造変化への対処としては、先に
述べた通り実験結果に一致する空間の探索法で多少の不一致を許容している他、6.1.3 と同様、
溶媒露出度に関する情報の取得が有用と考えられる。一方で、apo体では結合部位が埋もれてい
るような、相互作用に伴う大きな構造変化が起こるタンパク質の場合、本手法をそのまま適用す
るのは困難である。事実、5.2 においてデカン酸結合部位を同定する際、結合部位の空間が形成
されていた β-OG との holo 体の構造以外を用いると、適切なグリッド塊が現れず結合部位が同定
されなかった。このような一過性の結合ポケットの同定に関しては、6.2.3 に述べるアプローチが有
効かもしれない。 
強い相互作用系における問題に関しては、タンパク質―タンパク質間相互作用部位の場合と
同様のアプローチが考えられるが、一方で本手法の活用が期待される創薬研究の初期段階、とく
にフラグメントと呼ばれる化合物を対象とした研究において、対象となる化合物との相互作用は強
くない場合が多いため、実際に手法を適用する際に問題となるケースは少ないと予想される。 
 
6.2.3 一過性ポケットの同定および低分子との複合体モデル構造の構築へ向けた展望 
6.2.2 に述べた通り、本手法をそのまま適用し、一過性ポケットの同定を apo 体の構造から行う
のは困難である。一方で、p38α について apo 体の構造と β-OG との holo 体の構造を比較すると、
一過性ポケット周辺の主鎖構造は両者であまり差がない一方で、側鎖のコンフォメーションが大き
く異なることが確認された。したがって、apo 体の主鎖構造を用いて類似の解析を行うことで、一過
性ポケットである β-OG の相互作用部位を同定できる可能性が考えられる。また、p38αに限らず、
他のタンパク質の一過性ポケットについても同様のアプローチが有効である可能性がある。その
他アプローチとしては、既報の計算化学的手法による一過性ポケットが開いた構造の予測 138-142
が有効かもしれない。また、これまでに示したように本手法はある程度の曖昧性を許容するため、
そもそもタンパク質の構造が不明な場合には、モデル構造の利用が可能かもしれない。もっとも、
その場合には変異実験などによるバリデーションの実施が望ましい。 
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今回開発した手法では相互作用部位の同定までを行うが、相互作用についてより詳細な解析
と予測を行うためには、複合体モデル構造の構築も行うことが望ましい。本手法では、NMR 実験
において各シグナルの化学シフト値の変化量に着目しているが、各原子の化学シフト値は、相互
作用に伴う周囲の化学的環境の変化を反映した結果として、低磁場側または高磁場側に変化し
ている。したがって、NMR 実験の結果には、相互作用に関する構造的観点からの情報が含まれ
ている。そこで、これらの情報を活用した複合体モデル構造の構築法として、下記のようなアプ
ローチが考えられる。 
(1) 同定した相互作用部位を標的に、低分子化合物とのドッキングシミュレーションを行う。 
(2) 各ドッキング結果について、低分子の周囲に存在する観測プローブとしているアミノ酸残基
種の標識原子へ、低分子が及ぼす化学シフト変化を計算から求める。 
(3) 計算から求めた化学シフト変化のパターンと、実験結果から確認されるパターンがなるべく
近い構造を複数、バリエーションを持たせて抽出する。 
(4) 抽出した各構造の全原子について molecular dynamics (MD)計算を行い、一定時間おきに
スナップショットを撮っていく。 
(5) 各スナップショットの構造について、低分子やアミノ酸残基など標識原子の周辺環境が及
ぼす化学シフト変化の影響を計算し、その変化のパターンと実験結果から確認されるパ
ターンがもっとも一致する構造を複合体構造とする。 
化学シフト変化の影響を計算するためにはある程度の計算量を必要とするが、必要に応じて環電
流の影響のみを考慮するなどして、現実的な計算量に落とし込めばよい。このアプローチにより、
タンパク質側の構造も最適化した複合体構造の取得が期待される。 
 
 
6.3 結論 
解析対象のタンパク質の立体構造さえ既知であれば、本研究で開発した手法を適用することで、
1 サンプルについて簡単な滴定実験と NMR 実験を行いシグナル未帰属のまま化学シフト変化を
観測するだけで、迅速かつ簡便に PPI 界面と低分子相互作用部位を同定することが可能である。
さらには、実験結果を反映させた、確からしいタンパク質複合体モデル構造の迅速な構築も可能
である。本手法は、種々の生化学的知見を迅速かつ簡便に取得することが可能であり、創薬研究
の初期段階において構造情報に指南された化合物設計を行うため、あるいはタンパク質工学によ
る有用タンパク質創出のための構造情報の取得において、特に有用である。 
なお、本研究成果は、Elsevier より出版された Journal of Structural Biology 2011 年 174 巻 434
頁から 442 頁（http://dx.doi.org/10.1016/j.jsb.2011.04.001、本論文中の図 2.2、2.4、2.6、2.7、3.2、
3.3、3.5 および表 2、3、4 は当該論文の著者原稿よりそのまま、またはその一部を改変して使用）
ならびに ACS より出版された Journal of Medicinal Chemistry 2013 年 56 巻 9342 頁から 9350 頁
（http://pubs.acs.org/articlesonrequest/AOR-ufIYPjrmngFcJBdJ3I2J、DOI: 10.1021/jm4014357）
に掲載された。  
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第 7 章 材料と方法 
7.1 試薬および立体構造表示ソフトウェア 
7.1.1 試薬 
各実験で使用したオリゴ DNA は、Life Technologies Corporation にて合成した。安定同位体標
識された各試薬は、Cambridge Isotope Laboratories Inc.または Icon Services Inc.より購入した。
他の各試薬は、特に記載がない限りナカライテスク株式会社製の特級試薬を用いた。 
 
7.1.2 立体構造の表示 
各立体構造の表示と画像の作成には、PyMOL 1.5.0.3（Schrödinger, LLC）または DS Visualizer 
3.0（Accelrys, Inc.）を用いた。 
 
 
7.2 ユビキチンおよびユビキチン加水分解酵素の発現・精製および安定同位体標識 
7.2.1 安定同位体標識されたユビキチン加水分解酵素（YUH）のセルフリー合成系および精製系 
安定同位体で標識された YUH は、下記の方法にて調製した。まず、Saccharomyces cerevisiae
由来 YUH1 遺伝子配列を鋳型に、下記のオリゴ DNA を用いて常法に従い PCR 反応を行うことで、
5’末端側に tobacco etch virus (TEV) protease 認識サイトの配列を付加した YUH1 遺伝子配列の
DNA 断片を取得した。 
TAATTGCGGCCGCGAAAACCTGTACTTCCAGGGTATGAGCGGAGAAAATCGTGCT 
TAATACTCGAGTCATTCCCAATTAGGGCCCA 
得られた DNA 断片を常法に従い精製し、制限酵素 NotI（Takara Bio Inc.）および XhoI（Takara 
Bio Inc.）で消化し精製した後、同制限酵素で消化し精製した pIVEX2.4d プラスミド（Roche 
Diagnostics GmbH）と、Ligation high Ver.2（Toyobo Co., Ltd.）を用いてライゲーションした。このライ
ゲーション産物でEscherichia coli DH5αを形質転換し、アンピシリン耐性を指標にプラスミドを有す
る形質転換体を取得した後、常法に従い形質転換体を培養しプラスミドを精製した。その後、DNA
シーケンサーにより塩基配列を確認し、目的とする YUH 合成用プラスミド（pIVEX2.4d-YUH）を取
得した。 
 次に、RTS Amino Acid Sampler（Roche Diagnostics GmbH）付属のプロトコルに従い、各標識アミ
ノ酸（Met-13Cε、Ala-13Cα, 13Cβ、His-13Cε、Tyr-13Cε、Trp-13Cδ、Arg-α-15N）のストック溶液を調製
後、Escherichia coli をベースとしたセルフリータンパク質合成キット RTS 500 ProteoMaster E. coli 
HY Kit（Roche Diagnostics GmbH）と pIVEX2.4d-YUH を用いて、付属のプロトコルに従い 303 K で
目的タンパク質を合成した。 
得られた合成産物は、下記の手順にて精製し、安定同位体で標識された実験用サンプルを調
製した。まず、HisTrap HP column（GE Healthcare UK Ltd.）を用いたアフィニティークロマトグラ
フィーで常法に従い精製後、ヒスチジンタグが付加された TEV protease である AcTEV Protease
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（Life Technologies Corp.）を用いてタグを切断した。続いて、HisTrap HP column を用いて再度ア
フィニティー精製を行い、AcTEV Protease、切断したタグおよび最初のアフィニティー精製でカラム
充填物との非特異的結合により残留していた不純物タンパク質を除去した。最後に、Superdex 75 
10/300 GL（GE Healthcare）と溶出バッファ（50 mM リン酸ナトリウム、100 mM 塩化ナトリウム、2 
mM DTT、pH 6.0）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーで精製した。 
 
7.2.2 未標識ユビキチン加水分解酵素（YUH）の発現系および精製系 
未標識 YUH は、下記の方法にて調製した。まず、YUH1 遺伝子の配列を鋳型に、下記のオリゴ
DNA を用いて常法に従い PCR 反応を行うことで、5’末端側に TEV protease 認識サイトの配列を
付加した YUH1 遺伝子配列の DNA 断片を取得した。 
TAATTGCTAGCGAAAACCTGTACTTCCAGGGTATGAGCGGAGAAAATCGTGC 
TAATAAAGCTTTCATTCCCAATTAGGGCCCAATC 
得られた DNA 断片を常法に従い精製し、制限酵素 NheI（Takara Bio Inc.）および HindIII（Takara 
Bio Inc.）で消化し精製した後、同制限酵素で消化し精製した pET-28b(+)プラスミド（Merck KGaA）
と、Ligation high Ver.2（Toyobo Co., Ltd.）を用いてライゲーションした。このライゲーション産物で
Escherichia coli DH5α を形質転換し、カナマイシン耐性を指標にプラスミドを有する形質転換体を
取得した後、常法に従い形質転換体を培養しプラスミドを精製して、DNA シーケンサーにより塩基
配列を確認することで、目的とする YUH 発現用プラスミド（pET28b-YUH）を取得した。 
次に、pET28b-YUH で形質転換した Escherichia coli BL21(DE3)を LB 培地で 310 K にて振盪培
養 し 、 波 長 660 nm に お け る 濁 度 が 約 0.6 と な っ た 時 点 で 終 濃 度 1 mM の
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)を添加し、続けて 16 時間、振盪培養した。集菌後、菌
体を破砕用バッファ（50 mM Tris–HCl、2 mM DTT、500 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、
pH 8.0）にて懸濁し、超音波破砕して遠心後、その上清を Millex-GV 0.22 μm PVDF Durapore 
membrane（Millipore Corp.）で濾過した。この濾液から、7.2.1 に記載の手順にて YUH を精製した。 
 
7.2.3 未標識および安定同位体標識されたユビキチン（Y-Ub）の調製 
未標識 Y-Ub は、既報 40 の手順に従い調製した。安定同位体で標識された Y-Ub は、未標識
Y-Ub の調製に用いられたプラスミドを使用して、7.2.1 に記載した YUH の合成と同じ手順にて合成
し、未標識 Y-Ub の調製と同じ方法で精製した。 
 
 
7.3 ユビキチンとユビキチン加水分解酵素との相互作用実験 
滴定実験は、サンプルバッファ（50 mM リン酸ナトリウム、100 mM 塩化ナトリウム、2 mM 重水
素化 DTT、5% 重水、pH 6.0）に溶解した 0.19 mM の標識 YUH および 0.14 mM の標識 Y-Ub を調
製し、同バッファに溶解した未標識の相互作用対象をモル比 4 倍量まで添加することで行った。 
NMR 測定は、クライオ型 TCI プローブを装着した AVANCE600（Bruker BioSpin GmbH）を用いて、
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303 K にて行った。標識 YUH への Y-Ub 滴定実験では、2.2 に記載した新開発のパルスシーケン
スを用いて、time-shared [1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC/[1H,13Cmethyl]-HSQC 実験によりス
ペクトルを取得した。一方、標識 Y-Ub への未標識 YUH 滴定実験においては、観測され得るシグ
ナル数が少なくシグナルの縮重等に伴う解析上の不具合が生じないため、TROSY 法を適用しな
い既報のtime-shared実験によりスペクトルを取得した。いずれの実験においても、測定時間の短
縮とスペクトルの高解像度化のため、各シグナルが重ならないよう十分に配慮した上で、間接測
定軸の折り返しを活用した。スペクトル幅は 3018.2 Hz (13C)/1945.5 Hz (15N) × 8389.3 Hz (1H)、中
心周波数は 55ppm (13C)、118ppm (15N)および 4.7ppm (1H)、間接軸観測方向および直接観測軸方
向のサンプリングポイント数は 112 および 512、リサイクル遅延時間を 1.0 s とし、32 回積算した。 
 
 
7.4 ドッキングシミュレーションによる複合体モデル構造の構築 
3.3 にて行った、CNS1.245と HADDOCK 2.050, 51を用いたドッキングシミュレーションの詳細は下記
の通りである。まず、YUH の立体構造座標を、YUH-Ub 複合体の結晶構造 42（PDB ID: 1CMX）より
準備した。欠損している Glu63-Tyr77 の座標は MODELLER143, 144 を用いて生成し、amber99 力場
パラメーターを適用して cosgene145, 146 を用いた MD シミュレーションにより最適化した。シミュレー
ション中は、Phe59-Trp81 の全原子および Phe59-Trp81 より 5 Å 以内にある側鎖の原子をフレキ
シブルに、その他の原子は、結晶構造での座標周辺に位置拘束のポテンシャルを設定して位置
を拘束した。シミュレーションは、TIP3P モデル 147 を用いて水分子の影響を陽に取り入れ、300 K
で 500 ps 行い、得られた YUH の最終構造を使用した。Ub の立体構造座標には、単体での立体構
造として解かれているデータ 148（PDB ID: 1UBQ）を使用した。 
ドッキングシミュレーションは、下記の設定と手順にて行った。まず、3.3 で得られた候補の残基
を、HADDOCK を用いたシミュレーションにおける”active residue”、active residue から 4 Å 以内に
重原子が存在する残基を”passive residue”に設定した。次に、”ambiguous interaction restraint”
を、全ての active residue と、相互作用対象タンパク質の全ての active residue および passive 
residue との組み合わせとして設定した。フレキシブル領域の設定は、”semiflexible region”は自動
設定、”fully flexible region”は末端部を含むループ領域を設定した。また、”scaling factor”を 0.01
に、使用するデータの 25%を無作為に除くようにして、シミュレーションを行った。候補構造のサン
プリングについては、it0 ステップで 2000 構造を計算したうち、エネルギー値が最も低い 400 個を
it1 ステップとその後に続く水分子を配置した MD によるリファインメントのステップに用いた。リファ
インメント後は、”ligand RMSD”のカットオフ値を 7.5 Å に設定してクラスタリングを行い、HADDOCK 
score の値が最も低いクラスタに含まれる、HADDOCK score の値が最も低い構造を複合体モデ
ル構造として抽出した。 
 
 
7.5 p38α mitogen-activated protein kinase の合成、精製および変異導入 
51 
 
安定同位体で標識された p38α は、下記の方法にて調製した。まず、ヒト由来 MAPK14 遺伝子
の配列を鋳型に、下記のオリゴ DNA を用いて常法に従い PCR 反応を行うことで、5’末端側に
TEV protease 認識サイトの配列を付加した MAPK14 遺伝子配列の DNA 断片を得た。 
TAATTGCGGCCGCGAAAACCTGTACTTCCAGGGTATGTCTCAGGAGAGGCCCACGTTC 
TAATACTCGAGTCAGGACTCCATCTCTTCTTGG 
得られた DNA 断片を常法に従い精製し、制限酵素 NotI および XhoI で消化し精製した後、同制限
酵素で消化し精製した pIVEX2.4d プラスミドと Ligation high Ver.2 を用いてライゲーションした。この
ライゲーション産物で Escherichia coli DH5α を形質転換し、アンピシリン耐性を指標にプラスミドを
有する形質転換体を取得した後、常法に従い形質転換体を培養しプラスミドを精製して、DNA
シ ー ケ ン サ ー に よ り 塩 基 配 列 を 確 認 す る こ と で 、 目 的 と す る p38α 合 成 用 プ ラ ス ミ ド
（pIVEX2.4d-p38α）を取得した。 
 次に、RTS Amino Acid Sampler 付属のプロトコルに従い、各標識アミノ酸（Met-13Cε、Ala-13Cα, 
13Cβ、His-13Cε、Tyr-13Cε、Trp-13Cδ、Phe-α-15N）のストック溶液を調製後、RTS 500 ProteoMaster 
E. coli HY Kit と pIVEX2.4d-p38α を用いて、付属のプロトコルに従い 303 K で目的タンパク質を合
成した。 
得られた合成産物は、下記の手順にて精製し、安定同位体で標識された実験用サンプルを調
製した。まず、Ni-NTA Sepharose 6 Fast Flow column（GE Healthcare UK Ltd.）を用いたアフィニ
ティークロマトグラフィーで常法に従い精製後、ヒスチジンタグが付加された TEV protease である
TurboTEV Protease（Accelagen Inc.）を用いてタグを切断した。続いて、HisTrap HP column を用い
て再度アフィニティー精製を行い、TurboTEV Protease、切断したタグおよび最初のアフィニティー
精製でカラム充填物との非特異的結合により残留していた不純物タンパク質を除去した。最後に、
Superdex 200 10/300 GL（GE Healthcare）と溶出バッファ（50 mM リン酸ナトリウム、150 mM 塩化
ナトリウム、5 mM DTT、pH 6.8）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーで精製した。 
変異の導入は、QuikChangeII Site-Directed Mutagenesis Kit（Agilent Technologies, Inc.）を用い
て、付属のプロトコルに従い行った。 
 
 
7.6 p38α mitogen-activated protein kinase と阻害剤、脂肪酸との相互作用実験 
滴定実験は、サンプルバッファ（5 mM 重水素化 HEPES、150 mM 塩化ナトリウム、5 mM 重水
素化 DTT、5% 重水、pH 6.8）に溶解した標識 p38α を調製し、同バッファに溶解した阻害剤
（2-amino-3-benzyloxypyridine）、β-OG、デカン酸ナトリウムを各実験にて添加し行った。各サンプ
ルの終濃度は、阻害剤添加時で 0.29 mM p38α および 1.6 mM 阻害剤（モル比： 5.5）、β-OG 添加
時で 0.43 mM p38α および 0.29 mM β-OG（モル比： 0.67）、デカン酸添加時で 0.25 mM p38α およ
び 0.75 mM デカン酸ナトリウム（モル比： 3.0）であった。 
NMR 測定は、クライオ型 TCI プローブを装着した AVANCE600 を用いて、303 K にて行った。こ
の 際 、 2.2 に 記 載 し た 新 開 発 の パ ル ス シ ー ケ ン ス を 用 い て 、 time-shared 
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[1H,13Caromatic/15N]-ω1-TROSY-HSQC/[1H,13Cmethyl]-HSQC 実験によりスペクトルを取得した。また、
測定時間の短縮とスペクトルの高解像度化のため、間接測定軸は折り返しを活用した。 
 
 
7.7 タンパク質周辺へのグリッドの発生 
第4章および第5章で使用したp38αの立体構造座標は、下記のようにして準備した。まず、apo
体の構造、阻害剤との holo 体の構造、および β-OG との holo 体の構造を、それぞれ結晶構造
（PDB ID: 1R3983、１W7H82、および 2NPQ88）から準備した。この際、欠損している残基の座標は、
Swiss-PDB Viewer1494.0.1 の”Scan Loop Database”機能を用いて生成した後、該当の残基とその
周辺を minimization した中で最もエネルギーが低い構造のものを用いた。 
次に、準備した構造の座標と EasyMIFS65-67を用いて、阻害剤を対象とした場合は-CH3プローブ、
その他の場合は-CH2 プローブを用いて、相互作用する可能性が高い箇所を検索しグリッドを発生
させた。その際、グリッドの間隔は0.5 Åとした。その後、SiteHound65-67を用いてエネルギー的観点
からより適切なグリッドのみを残し、他は削除した。その際の各パラメーターは、”energy threshold”
が-8.0、他は標準の値とした。 
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付録 
1. 最小包含球を求めるスクリプト 
PDB フォーマットの構造を入力ファイルとして、下記のように実行する。なお、出力結果の radius
が、最小包含球の半径にあたる。 
 
script.py input.pdb 
 
---------- 
#!/usr/bin/env python 
import sys 
infile=sys.argv[1] 
 
xa=[]         #coordinate of x 
ya=[]         #coordinate of y 
za=[]         #coordinate of z 
 
num_atom=0 
 
x=0.0         #start point 
y=0.0 
z=0.0 
mobility=0.5  #initial value of mobility weight 
 
#get coordinates 
fin=open(infile,'r') 
for line in fin: 
 head=line[0:6] 
 chain=line[21:22] 
 if ((head.find('ATOM') != -1) or (head.find('HETATM') != -1)): 
  xa.append(float(line[30:38])) 
  ya.append(float(line[38:46])) 
  za.append(float(line[46:54])) 
 
  num_atom += 1 
fin.close 
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#move temporary center 
while mobility > 10.0e-8: 
 for k in range(100): 
  max_dist=0.0 
  for i in range(num_atom): 
   d = (xa[i]-x)**2 + (ya[i]-y)**2 + (za[i]-z)**2 
   if (d > max_dist): 
    max_dist = d 
    max = i 
 
  x += (xa[max]-x)*mobility 
  y += (ya[max]-y)*mobility 
  z += (za[max]-z)*mobility 
 
 mobility = mobility/2.0 
 
 
#output 
print "number of atoms: %d" %(num_atom) 
print "radius: %f" %(max_dist**0.5) 
print "center: x=%f y=%f z=%f" %(x,y,z) 
---------- 
 
 
2. 低分子相互作用部位同定用の解析スクリプト 
入力（input.pdb）および出力（output.pdb）ファイルのフォーマットは PDB である。入力ファイルに
おけるタンパク質の chain ID は A、生成したグリッドの chain ID は B とする。スクリプトの実行は、
例えば下記のようにして行う。 
 
script.py input.pdb output.pdb radius probe1 min max probe2 min max … 
 
アウトプットデータには、C3～C9 の名称がつけられた炭素原子がグリッドの座標におかれており、
C9 が最も実験結果に一致するグリッド、C3 が最も実験結果に一致しないグリッドである。上
記”radius”には、仮想球の半径 rvを入力する。”Probe”は、観測プローブとするアミノ酸残基種を 3
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文字表記で、”min”と”max”は、それぞれ化学シフト変化が大きいシグナルの個数の最小値と最
大値を入力する。例えば、p38α と阻害剤の実験結果から相互作用部位を解析する際には、下記
のように入力する。なお、このスクリプトは、観測プローブとするアミノ酸残基種の数が 6 種類の場
合にのみ対応し、それ以外の場合は修正が必要である。 
 
script.py 1r39.pdb output.pdb 8.497 ALA 3 3 MET 1 1 TYR 0 0 HIS 0 1 TRP 0 0 PHE 0 1 
 
---------- 
#!/usr/bin/env python 
import sys 
 
infile=sys.argv[1] 
outfile=sys.argv[2] 
th=sys.argv[3]        #threshold (angstrom) 
 
probe0=sys.argv[4] 
expdata0s=int(sys.argv[5]) 
expdata0e=int(sys.argv[6]) 
probe1=sys.argv[7] 
expdata1s=int(sys.argv[8]) 
expdata1e=int(sys.argv[9]) 
probe2=sys.argv[10] 
expdata2s=int(sys.argv[11]) 
expdata2e=int(sys.argv[12]) 
probe3=sys.argv[13] 
expdata3s=int(sys.argv[14]) 
expdata3e=int(sys.argv[15]) 
probe4=sys.argv[16] 
expdata4s=int(sys.argv[17]) 
expdata4e=int(sys.argv[18]) 
probe5=sys.argv[19] 
expdata5s=int(sys.argv[20]) 
expdata5e=int(sys.argv[21]) 
 
th=(float(th))**2 
 
68 
 
lineb=[] 
heada=[] 
headb=[] 
restypea=[] #residue type of A 
resnoa=[]   #residue No. of A 
xa=[]       #coordinate of x of A 
ya=[]       #coordinate of y of A 
za=[]       #coordinate of z of A 
xb=[]       #coordinate of x of B 
yb=[]       #coordinate of y of B 
zb=[]       #coordinate of z of B 
 
 
#get each parameter from input.pdb 
 
fin=open(infile,'r') 
for line in fin: 
 head=line[0:6] 
 chain=line[21:22] 
 if ((head.find('ATOM') != -1) and (chain.find('A') != -1)): 
  restypea.append(line[17:21]) 
  resnoa.append(line[22:30]) 
  xa.append(float(line[30:38])) 
  ya.append(float(line[38:46])) 
  za.append(float(line[46:54])) 
 
 elif (((head.find('ATOM') != -1) or (head.find('HETATM') != -1)) \ 
              and (chain.find('B') != -1)): 
  lineb.append(line[0:80]) 
  headb.append(line[0:6]) 
  xb.append(float(line[30:38])) 
  yb.append(float(line[38:46])) 
  zb.append(float(line[46:54])) 
fin.close 
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#estimation and pick residues 
 
tempstock=["" for i in range(len(xb))] 
for i in range(len(xb)): 
 for j in range(len(xa)): 
  d = (xb[i]-xa[j])**2 + (yb[i]-ya[j])**2 + (zb[i]-za[j])**2 
  if (d<=th): 
   if(tempstock[i].find(resnoa[j]) == -1): 
    tempstock[i] = tempstock[i] + restypea[j] \ 
                                                            + resnoa[j] 
 
 
#count and output 
 
fout=open(outfile,'w') 
for i in range(len(xb)): 
 count=0 
 for l in range(expdata0s, expdata0e+1, 1): 
  for m in range(expdata1s, expdata1e+1, 1): 
   for n in range(expdata2s, expdata2e+1, 1): 
    for o in range(expdata3s, expdata3e+1, 1): 
     for p in \ 
                                              range(expdata4s, expdata4e+1, 1): 
      for q in \ 
                                               range(expdata5s, expdata5e+1, 1): 
       count = count \ 
                                         + abs(l - tempstock[i].count(probe0)) \ 
                                         + abs(m - tempstock[i].count(probe1)) \ 
                                         + abs(n - tempstock[i].count(probe2)) \ 
                                         + abs(o - tempstock[i].count(probe3)) \ 
                                         + abs(p - tempstock[i].count(probe4)) \ 
                                         + abs(q - tempstock[i].count(probe5)) 
 if 0 <= count <= 4: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C9",1) +"\n" 
 elif 5 <= count <= 8: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C8",1) +"\n" 
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 elif 9 <= count <= 12: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C7",1) +"\n" 
 elif 13 <= count <= 16: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C6",1) +"\n" 
 elif 17 <= count <= 20: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C5",1) +"\n" 
 elif 21 <= count <= 24: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C4",1) +"\n" 
 else: 
  lineb[i] = lineb[i].replace("C3","C3",1) +"\n" 
 fout.write(lineb[i]) 
 
fout.write("TER\nEND\n") 
fout.close 
---------- 
 
